Nuevas estrategias terapéuticas en leucemias agudas mieloblásticas: evaluación preclínica de la eficacia y el mecanismo de ación by Colado Varela, Enrique
NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPÉUTICAS EN LEUCEMIAS 
AGUDAS MIELOBLÁSTICAS: EVALUACIÓN PRECLÍNICA 





UNIVERSIDAD DE SALAMANCA 








NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPÉUTICAS EN 
LEUCEMIAS AGUDAS MIELOBLÁSTICAS: 
EVALUACIÓN PRECLÍNICA DE EFICACIA Y 
MECANISMO DE ACIÓN. 
 
 
Enrique Colado Varela 
 
2010 
D. Jesús San Miguel Izquierdo, Catedrático de Hematología de la Facultad de Medicina 
de la Universidad de Salamanca y Jefe del Servicio de Hematología del Hospital Clínico 
Universitario de Salamanca. 
 
D. Atanasio Pandiella Alonso, Doctor en Medicina. Investigador Titular del Consejo 
Superior de Investigaciones Científicas (CSIC). 
 





Que el trabajo realizado bajo nuestra dirección por D. Enrique Colado titulado 
“nuevas estrategias terapéuticas en leucemias agudas mieloblásticas: Evaluación 
preclínica de eficacia y mecanismo de ación”, reúne las condiciones de originalidad 
requeridas para optar al grado de Doctor por la Universidad de Salamanca. 
 
Y para que así conste, firmamos la siguiente certificación en Salamanca, a 

















AIF  Apoptosis-inducing factor. 
Akt  v-akt murine thymoma viral oncogene. 
Apaf-1 Apoptotic Protease Activating Factor-1. 
AV  Annexin V. 
Bad  Bcl-2-Antagonist of Cell Death. 
Bak  Bcl2 Antagonist Killer. 
Bax  Bcl2 Associated-X Protein. 
Bcl-xL Bcl-2 Related Protein Long Isoform. 
Bcl-2  B-Cell CLL/Lymphoma-2. 
BER  Base-excision repair. 
Bid  BH3 Interacting Domain Death Agonist. 
Bim  Bcl2-Interacting Protein BIM. 
Bnip3  Bcl2adenovirus E1B 19kDa-interacting protein 1 NIP3. 
BRCA1 Breast Cancer, Early onset 1. 
BRCA2 Breast Cancer, Early onset 2. 
Caspases Cysteine Aspartate-specific Porteases. 
CCN  Ciclina. 
CDKs  Cyclin-Dependent Kinases. 
C-myc  v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog. 
CN  Cariotipo Normal. 
CXCL12 Chemokine (C-X-C motif) Ligand 12. 
CXCR4 Chemokine (C-X-C motif) Receptor 4. 
DED  Death Effector Domain. 
DDR  DNA Damage Response. 
Diablo  Direct IAP Binding protein with Low pI. 
DISC  Death-Inducing Signalling Complex. 
DSB  Double Strand break. 
EndoG Endonuclease G. 
EMR  Enfermedad Mínima Residual. 
Erk 1/2 Extracellular Signal Regulated Kinase-1/2. 
FADD  Fas Associated Death Domain. 
FGFR1 Fibroblast Growth Factor Receptor-1. 
FLIP  FLICE Inhibitory Protein. 
FLT-3  fms-like Tyrosine Kinase 3. 
GADD45 DNA Damage-Inducible Gene-GADD45. 
HATs  Histone Acetyl Transferases. 
HDACs Histone Deacetylases. 
HSPs  Heat shock proteins. 
HR  Homologous recombination. 
IAPs  Inhibitor of Apoptosis Proteins. 
I!B  Inhibitor of kappaB kinase. 
IMIDs  Immunomodulatory drugs. 
ITD  Internal Tamdem Duplication. 
JAK  Janus Kinase. 
KIP  Kinase Inhibitor Protein. 
LAM  Leucemia Aguda Mieloblástica. 
LM  Length Mutation. 
MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase. 
Mcl-1  Myeloid Cell Leukemia-1. 
Mdm-2 Mouse Double Minute-2. 
MMP-9 Matrix Metalloproteinase-9. 
MMSET Multiple Myeloma SET domain protein. 
MRN  Complejo formado por MRE-11, Rad 50 y Nibrin (NSB). 
MTT  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide. 
MUC-1 Mucin-1-Transmembrane. 
NER  Nucleotide excision repair. 
NF-!B Nuclear Factor-Kappa B. 
NHEJ  Non-Homologous End Joining. 
NK  Natural Killer. 
NPM1  Nucleophosmin. 
PARP  Poly (ADP-Ribose) Polymerase. 
PCNA  Proliferating Cell Nuclear Antigen. 
PI3K  Phosphatidyl Inositol-3 kinase. 
PKC  Protein Kinase-C. 
Raf  v-raf-1 murine leukemia viral oncogene. 
Ras  Kirsten rat sarcoma viral oncogene. 
Rb  Retinoblastoma. 
RC  Remisión Completa. 
RCp  Remisión Completa sin recuperación de la trombopenia. 
RP  Respuesta Parcial. 
SDF-1!  Stromal Cell Derived Factor-1. 
Smac  Second Mitochondria-derived Activator of Caspase. 
SSB  Single strand break. 
STAT  Signal Transducer and Activator of Transcription. 
TNF  Tumor Necrosis Factor. 
TNF-R Tumor Necrosis Factor Receptor. 
TRADD TNFR-associated death domain protein. 
TRAIL TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand. 
TRAIL-R TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand Receptor. 
VCAM-1 Vascular Cell Adhesion Molecule-1. 
VEGF  Vascular Endothelial Growth Factor. 
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Las leucemias agudas mieloblásticas (LAM) son un conjunto heterogéneo 
de enfermedades clonales originadas por un daño genético adquirido en una 
célula madre hemopoyética, la cual pierde los mecanismos para diferenciarse 
normalmente y responder a los mecanismos reguladores de la proliferación.1, 2 
Esta pérdida provoca un acumulo de formas inmaduras (blastos) en la médula 
ósea, desplazando la hemopoyesis normal, provocando insuficiencia medular, y 
otros tejidos, provocando manifestaciones extramedulares (por ejemplo, las 
leucémides o leucostasis)  
Las Leucemias Agudas Mieloblásticas son las Leucemias Agudas más 
frecuentes en los adultos, con una prevalencia de 3,8 casos/105 habitantes al año. 
La incidencia de las LAM aumenta con la edad, alcanzando hasta incluso 17-20 
casos/105 habitantes al año en pacientes mayores de 65 años.3 La edad media de 
la presentación es 70 años, y existe un predominio masculino, con 3 varones 
afectados por cada 2 mujeres. 
El curso clínico de las LAM suele ser brusco, con un intervalo de escasos 
días o semanas entre los primeros síntomas y el diagnóstico, aunque, 
ocasionalmente, puede ser diagnosticada en un examen rutinario en un paciente 
asintomático. 
Desde que se identificaron como una entidad patológica hasta mediados 
del siglo XX, leucemias agudas mieloblásticas eran consideradas enfermedades 
incurables, con resultados desesperanzadores con las terapias disponibles, con las 
cuales pocos pacientes alcanzaban remisiones completas y la supervivencia muy 
corta.4 La obtención de la Remisión Completa es el primer objetivo del 
tratamiento de una Leucemia Aguda Mieloblástica (Inducción a la remisión) ya 
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que es la condición sine qua non para la curación de la enfermedad.5 La Remisión 
Completa es la situación en la cual no existe evidencia ni clínica ni morfológica de 
la enfermedad, con parámetros hemoperiféricos normales.6 Durante los últimos 
35 años una serie de ensayos han establecido el tratamiento de los pacientes 
afectos de LAM, 7 que consiste en una combinación de citarabina en infusión 
contínua durante 7 días y una antraciclina (Daunorrubicina o Idarrubicina) 
durante 3 días (Régimen 3+7),8, 9 con el que un 60-80% de los pacientes alcanzan 
una remisión completa, con una supervivencia a largo plazo en torno al 40%.1, 10, 11 
Otras alternativas como dosis altas de antraciclinas o citarabina,12, 13 o adición de 
un tercer fármaco (análogos de purinas, inhibidores de topoisomerasas, 
inhibidores de la bomba de MDR,…) no han confirmado sus teóricas ventajas 
sobre el tratamiento estandar.7 Sin embargo, la obtención de una remisión 
completa no equivale a la curación de la enfermedad, ya que, sin tratamiento 
posterior, la mayoría de los pacientes experimentarán una recaída de su 
enfermedad en semanas o meses. Estos tratamientos adicionales incluyen la 
quimioterapia de consolidación (o intensificación)14-17, tratamientos de 
mantenimiento8, 18 o trasplante de células hemopoyéticas, tanto autólogo,19, 20 
como alogénico.21-25 Sin tratamiento intensivo, y a pesar de los progresos en el 
soporte transfusional y el tratamiento anti-infeccioso, la mitad de los pacientes 
fallecen antes de 1,5 meses tras el diagnóstico y prácticamente ninguno alcanza el 
año de supervivencia. 26 
Las recaídas clínicas son debidas a la presencia de Enfermedad Mínima 
Residual (EMR) en el paciente que no ha podido ser erradicada con el tratamiento 
de primera línea, la importancia de la evaluación de la EMR es capital ya que 
aporta un valor pronóstico independiente tanto al finalizar la inducción como al 
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finalizar el tratamiento de consolidación,27-30 y permite el uso de estrategias 























Mecanismos de leucemogénesis 
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La transformación maligna implica la adquisición de una serie de eventos 
genéticos y epigenéticos que alteran los programas de desarrollo normal dando 
lugar a un clon neoplásico con desregulación de los mecanismos de crecimiento y 
de muerte celular.28 Las leucemias agudas mieloblásticas son un conjunto 
heterogéneo de enfermedades ya que cada una está producida por un conjunto 
de cambios genéticos y epigenéticos. La capacidad de comprender este proceso 
requiere la caracterización de tanto los eventos moleculares que provocan el 
crecimiento tumoral así como el contexto celular en el que estas alteraciones 
genéticas ocurren. A mediados del siglo XX, los mecanismos implicados en la 
regulación de la proliferación, diferenciación, maduración o activación de las 
células hemopoyéticas eran prácticamente desconocidos.29 En ese momento, 
dado que las única herramienta era el microscopio y células blásticas tenían un 
aspecto inmaduro se pensó que el problema fundamental era el déficit de 
maduración. A lo largo de los últimos 20 años, esta situación se ha ido cambiando 
progresivamente gracias al descubrimiento de genes que  controlan las 
decisiones de proliferación a través del control del ciclo celular junto con otros 
responsables de los mecanismos impicados en la maduración celular.29, 30  
La hematopoyesis normal es un proceso dinámico regulado y controlado 
por los efectos combinados de los factores de crecimiento (citocinas 
hematopoyéticas) y los factores de transcripción que activan programas genéticos 
que llevan a la célula a comprometerse a un linaje específico y a la diferenciación 
final.31, 32  
La leucemogénesis implica la adquisición de una serie de alteraciones que 
convierten a una célula madre hemopoyética u otro progenitor hematopoyético 
multipotente en una célula madre leucémica capaz de propagar y mantener la 
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enfermedad. El programa génico leucémico está caracterizado por parada en los 
mecanismos de diferenciación, aumento de proliferación y autorenovación, 
disminución de apoptosis y mantenimiento de telómeros.33 A nivel básico, 
parecen ser necesarias al menos dos mutaciones, una que confiera ventaja 
proliferativa y otra que altere la diferenciación, aunque otros cambios genéticos y 
epigenéticos son necesarios.30, 34, 35 
Modelos de estudio de las leucemias mieloblásticas 
Las aproximaciones para entender estos cambios vienen dadas 
principalmente por nuestra capacidad de identificar y caracterizar las 
translocaciones cromosómicas y otras alteraciones genéticas/epigenéticas en las 
células blásticas. Las translocaciones cromosómicas en LAM suelen ser 
balanceadas, sugiriendo un papel causal en la leucemogénesis.36 El estudio 
riguroso ha llevado al conocimiento de al menos 250 genes de fusión como 
mecanismos causales de hemopatías malignas, así como otras alteraciones 
genéticas recurrentes como mutaciones de NPM1 o de FLT3.37-40 Este 
conocimiento ha posibilitado el diseño de nuevas terapias dirigidas frente a 
dianas moleculares.41-43 Para llegar a este conocimiento, se han usado una serie de 
modelos de estudio de las LAM, que pasamos a relatar brevemente. 
Líneas celulares  
Las células hemopoyéticas normales solo pueden sobrevivir en cultivo 
unas semanas, en cambio, las líneas celulares son poblaciones monoclonales 
inmortalizadas que son capaces de proliferar en un cultivo sin experimentar 
fenómenos de senescencia. 44 Han permitido el estudio de oncogenes, 
mutaciones y puntos de ruptura de translocaciones, al servir como fuente de 
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material. 45 Permiten el desarrollo de fármacos y el estudio de su mecanismo de 
acción, tanto clásicos como dirigidos.  
 
 
Figura1: Modelos de estudio de las leucemias agudas mieloblásticas  
 
Modelos murinos  
Los modelos animales transgénicos permiten una aproximación a los 
eventos iniciales de la leucemogénesis, por lo que pueden contribuir a la 
caracterización funcional de los oncogenes y los daños necesarios para la 
transformación leucémica. Sin embargo, estos estudios han de ser valorados 
adecuadamente cuando se extrapolan los resultados a humanos, ya que pueden 




Estudios in vitro de células hemopoyéticas primarias 
Los modelos anteriores presentan el problema de no estudiar las células 
en su contexto adecuado. En estos modelos, los oncogenes a estudio son 
introducidos en células hemopoyéticas primitivas por medio de retrovirus, 
provocando leucemogénesis y permitiendo el estudio de las fases iniciales de la 
leucemogénesis. Los primeros estudios datan de los años 90,48 y la prueba de la 
eficacia de este método de estudio llegó poco después.49 Estos métodos también 
permiten estudio de características funcionales de los blastos leucémicos, como 
por ejemplo, la resistencia a drogas. 
 
Modelos de xenotrasplante 
Los modelos de xenotrasplante en ratones inmunodeprimidos han 
permitido caracterizar las poblaciones responsables para el inicio de la leucemia.50 
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Citogenética 
La clasificación de las LAM se ha basado fundamentalmente en la 
morfología, reflejando el tipo celular predominante y correlacionándolo con la 
célula que se presupone su contrapartida normal.51 La correlación de las 
anomalías citogenéticas con las características morfológicas ha sido posible 
gracias al desarrollo del sistema de clasificación FAB. 
El estudio citogenético es fundamental en el manejo de los pacientes 
diagnosticados de LMA dado que permite identificar grupos con distinto 
pronostico,24, 55-58 así como avanzar en el conocimiento de la patología molecular 
de las LAM.52 En las primeras series de pacientes, aproximadamente, un 50% 
presentaban cariotipos anormales en el estudio con bandas G, en el momento 
actual, se pueden detectar cariotipos clonales hasta en el 85% de los pacientes 
con LAM.  
Ganancias y pérdidas cromosómicas 
Existe un patrón recurrente de ganancias y pérdidas cromosómicas en las 
LAM. Los cambios más frecuentemente reportados son trisomía del cromosoma 8, 
monosomía del 7, monosomía del 5.54 Las perdidas o deleciones de los 
cromosomas 5 y 7 son especialmente caracteristicas de las LAM secundarias a 
tratamiento con agentes alquilantes o Radioterapia. Recientemente se ha descrito 
por el grupo HOVON que la monosomia empeoraba drásticamente el pronóstico 
de los pacientes con LAM de novo. Las anomalías estructurales solo modificaban 
pronóstico en conjunción con una monosomía de un autosoma. (SG a 4 años 24 
vs 4%). El concepto de Cariotipo monosómico como predictor de mal pronóstico 
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se refiere a la presencia de dos o mas monosomías en autosomas  (SG a 4 años: 
3%) o a la monosomía de un cromosoma junto con otra alteración estructural (SG 
a 4 años: 4%).53 
La pérdida del cromosoma Y es la segunda alteración cromosómica más 
frecuente, sin embargo, el significado de esta alteración es discutido, ya que las 
células de donantes sanos, particularmente en pacientes mayores de 60 años.55 
Las deleciones del cromosoma 17 típicamente implican la deleción del gen 
supresor de tumores p53 y han sido descritas en pacientes con LAM, 
normalmente en el seno de una translocación no balanceada.56 





Intermedio Cariotipo normal  
-Y 
Adverso 
-5, -7, del (5q) y del (7q) (como anomalías aisladas) 
abn 11q23 
t(6;9) 
Cariotipo anormal no incluído en otros grupos 
Muy adverso Cariotipo monosómico abn3q26 
 
Tabla 1: Alteraciones citogenéticas en las leucemias agudas mieloblásticas. 
Adaptado de Breems et al. 53 
 
 
Alteraciones estructurales recurrentes 
Estas alteraciones incluyen traslocaciones cromosómicas e inversiones. 
t(8;21) 
La translocación balanceada t(8;21) es un evento frecuente en pacientes 
con LAM, encontrándose hasta el 18% de los casos con cariotipo anormal y hasta 
 14 
en el 40% de las LAM con maduración.55, 56, 64, 65 En la t(8;21) el gen RUNX1 (AML1, 
Core Binding Factor alfa-2, CBFA2) en el cromosoma 21, se fusiona con el gen 
RUNX1T1 (ETO, MTG8) en el cromosoma 8, formando la proteína quimérica 
RUNX1/RUNX1T1.57-59 RUNX1 heterodimeriza Core Binding Factor beta (CBF!) para 
formar un factor de transcripción, que se une al enhancer core motif y regula genes 
implicados en el crecimiento, diferenciación y función de células de estirpe 
mieloide. 60 Los ratones mutantes deficientes en RUNX1 o CBF! presentan déficit 
de hematopoyesis y mueren durante la embriogénesis, lo que indica que el CBF 
es esencial para la hematopoyesis global y no solo la de la serie mieloide.61 Los 
ratones mutantes RUNX1/RUNX1T1 presentan alteración en la maduración 
mieloide pero sin desarrollar una leucemia,61, 62 necesitando un segundo evento 
para desarrollar una LAM. RUNX1/RUNX1T1 interacciona con el enhancer core motif 
ya que el dominio de unión a DNA está conservado en la proteína de fusión, pero 
interfiere con la activación normal de la transcripción inducida por RUNX1/CBF! 
principalmente por el reclutamiento de Histona Deacetilasas (HDACs). 60, 61, 63 
Además, RUNX1/RUNX1T1 tiene otras funciones patológicas como aumentar la 
expresión de la proteína antiapoptótica BCL2 o c-jun, disminuir la expresión de 
genes reguladores de ciclo celular como p14ARF, p15INK4b, o p21,64 y activar 
genes implicados en mantenimiento de célula madre, como la vía de Wnt-! 
catenina.65-69 De esta forma, la leucemogénesis inducida por RUNX1/RUNX1T1 
resulta de la regulación transcripcional de AML1 alterada y activación de genes 
que activan las vías anti-apoptóticas y de proliferación y evitan la diferenciación 
celular.70 Las LAM con t(8;21) tiene un pronóstico favorable en adultos, salvo que 
se asocie a del(9q).71-74 La terapia postremisión intensiva permite una duración de 
la respuesta aumentada.75  Debido a su mecanismo patogenético especifico, las 
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leucemias que afectan a CBF podrían responder a tratamientos epigenéticos, 
como los inhibidores de HDACs, recientemente se han presentado los resultados 
de un ensayo clínico en pacientes con LAM avanzada demostrando actividad 
antileucémica en monoterapia con Romidepsina en 5 de 7 pacientes.76 
 
t(15;17) 
La Leucemia Aguda Promielocítica presenta típicamente una translocación 
t(15;17)(q22;q11-12) que es diagnóstica, ya que no se encuentra en otro tipo de 
leucemia o neoplasia.77 Dado que no es objetivo de este trabajo el estudio de 
nuevos fármacos en Leucemias Agudas Promielocíticas, no realizaremos más 
comentarios sobre ellas. 
 
Inv(16) y t(16;16) 
Existe una relación entre la Leucemia Mielomonocítica Aguda (FAB M4Eo) y 
alteraciones del cromosoma 16.78, 79 El punto de ruptura en 16q22 se produce cerca 
del final de la región codificante de CBF; el punto de ruptura en 16p se produce 
en el gen MYH11 (gen de la cadena pesada de miosina de músculo liso). La 
proteína de fusión contiene la región 5’ de CBF! con la porción que 
heterodimeriza con RUNX1 fusionada con MYH11,80, 81 lo que provoca pérdida de 
función del complejo RUNX1/CBF!, alterando la transcripción.82, 83 Los ratones 
transgénicos CBF!/MYH11 presentan alteración de la maduración y displasia de la 
serie mieloide,84 y, al igual que con RUNX1/RUNX1T1, los ratones mutantes 
necesitan un segundo hit para desarrollar una LAM.85 Los pacientes con inv(16) or 
t(16;16) tienen una buena respuesta a quimioterapia intensiva, especialmente con 
dosis altas de citarabina.75 
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Reordenamientos que afectan a 11q  
Los reordenamientos de 11q23 son frecuentes en las Leucemias Agudas 
Monoblásticas, particularmente en los casos con monoblastos pobremente 
diferenciados (LAM M5a).86, 87 Esta asociación es particularmente frecuente en LAM 
infantil.54 Las translocaciones que afectan a 11q23 afectan al gen MLL,88 y tienen 
unas características especiales: Hay más de 50 reordenamientos distintos que 
afectan a MLL,89-91 además, estas translocaciones ocurren tanto en LAL como en 
LAM, lo que sugiere que el gen MLL puede estar implicado en la diferenciación de 
la célula madre hemopoyética a linaje linfoide o mieloide o que este gen esté 
activo en ambos linajes. La proteína MLL contiene un dominio de unión al ADN, 
un dominio activador de la transcripción y un dominio represor.92 Las 
translocaciones provocan la formación de una proteína quimérica en el 
cromosoma derivativo 11, perdiendo el dominio activador de la transcripción.92 
 
t(3;3) e inv(3) 
El gen EVI1, localizado en 3q26 no se expresa en células hemopoyéticas 
pero se activa en reordenamientos que ocurren en 5’ en el caso de t(3;3) o 3´en el 
caso de inv(3).93 EVI1 es un factor de transcripción que contiene un dominio en 
dedos de zinc. La expresión de EVI1 también se ha detectado en LAM con 
cariotipo normal (LAM-CN),94 confiriendo mal pronóstico,95 sugiriendo que su 
activación puede ser por mecanismos distintos a la translocación.96 Los 
mecanismos por los que EVI1 induce leucemogénesis no son claros.97 
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Biología Molecular 
La genética molecular ha permitido un mejor conocimiento de la 
fisiopatología de la enfermedad, definir con mayor precisión los subgrupos con 
distinto pronóstico e identificar dianas para terapias dirigidas. Estos avances son 
especialmente patentes dentro del grupo de pacientes con LAM con Cariotipo 
Normal (LAM-CN) 
Alteraciones en receptores transmembrana 
FLT3 
Es el homólogo humano del Fetal Liver Tyrosine (FLT) Kynase 3, clonado 
hace 15 años.98 Su producto es una proteína transmembrana de la familia de 
receptores tirosin kinasa clase III. Su porción extracelular se une a su ligando (FLT3 
ligand) produciendo prolferación de células dendríticas y progenitores 
hemopoyéticos.99  La mutación más frecuente es la ITD (Internal Tandem 
Duplication), que aparece en un 25-30% de pacientes diagnosticados de LAM.100 
Un 7% de las LAM, tienen una mutación puntual D835Y,101 y un 2% tienen 
mutaciones en dominio juxtamembrana.102 Además, FLT3 está sobreexpresado 
hasta en el 50% del resto de casos.100, 103  
La ITD consiste en un inserción en los exones 14 o 15 sin cambio de la 
pauta de lectura, que lleva a una pérdida de la capacidad de autoinhibición, lo 
que funcionalmente se traduce en una activación constante.104 La activación de 
FLT3 produce un aumento de la proliferación celular, inhibición de la apoptosis y 
un paro en la maduración, al disminuir la expresión de PU1 y CEBP! 




Figura 2: Estructura esquemática de FLT3. En la parte extracelular se encuentra los 5 
dominios inmunoglobulina, que actúan como receptor, que se siguen de un único dominio 
transmembrana, que se continúa por un dominio yuxtamembrana. El dominio tirosina kinasa 
se encuentra en la parte COOH terminal de la proteína. Las localizaciones de las mutaciones 
más frecuentes se muestran con flechas. 
 
Las vías que inducen proliferación son fundamentalmente JAK2/STAT5 
(que no se activa por WT-FLT3), Ras/Raf/MEK/Erk, Src Kinasas y PI3K/AKT 
fundamentalmente.106-109  
Los pacientes que presentan FLT3-LM (FLT3-Lenght mutation, FLT3-ITD) en el 
seno de una LAM-CN suelen presentar una mayor blastosis en sangre y médula y 
mayor frecuencia de formas hiperleucocitósicas. La probabilidad de alcanzar una 
remisión completa es menor, pero no de forma estadísticamente significativa, sin 
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embargo, la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global sí son 
claramente inferiores en los pacientes con una FLT-3 ITD.39, 40, 110 Además, la ratio 
entre FLT3-LM y FLT3-WT tiene valor pronóstico. 101 
Las mutaciones de FLT3 se pueden detectar en células CD34+ CD38- de 
pacientes con LAM.111 Las vías activadas por FLT3-ITD y la vía de WNT presentan 
sinergia para la transformación leucémica.112 Sin embargo, la mutación de FLT3 no 
necesariamente se encuentra en la recaída.100, 113, 114 y los pacientes que eran FLT3-
WT pueden adquirir FLT3-LM en la recaída.113 FLT3-ITD es un factor importante en 
el inicio  y el mantenimiento de la enfermedad, pero puede ser una mutación 
secundaria en un subclon, al que le confiere una ventaja proliferativa por lo que 
la recaída puede ser por un subclon diferente o porque el clon adquiera una 
mutación en la misma ruta (downstream) que haga que FLT3-ITD no sea necesario. 
Esto conlleva importantes implicaciones para EMR y para terapia con inhibidores 
de FLT3. 
En cuanto a las mutaciones en el dominio Kinasa (FLT3-TKD), clásicamente 
se atribuyó un valor pronóstico adverso, sin embargo, parece ser que no modifica 
la supervivencia global en la mayoría de los pacientes, la empeora en aquellos en 
los que se asocia a PML/RAR!, MLL o FLT-ITD y puede ejercer un factor pronóstico 
favorable en aquellos con mutación en CEBP! o NPM1.115  
KIT 
Al igual que FLT3, es un receptor tirosin kinasa clase III. Se encuentra 
expresado en un 80% de las LAM.116 En LAM, las mutaciones más frecuentes se 
localizan en los dominios extracelulares, principalmente en Exon 8.117 Aparece 
mutación en el 22% pacientes con t(8;21) y un 29% de los pacientes con inv(16). 
Las mutaciones en los dominios extracelulares favorecen la dimerización del 
 20 
receptor y por lo tanto, provocan hiperactividad, con la subsecuente actividad de 
las vías de Ras/Raf/MEK/Erk y PI3K/Akt.118 La mutación en los dominios 
extracelulares provoca la activación de STAT3, que lleva a aumento de niveles de 
BCL XL y MYC y actividad de vía de PI3K/Akt, sin embargo, no parece activar la vía 
de Ras/Raf/MEK/Erk.119, 120 Las mutaciones en el Exon 17 (Cambios de base en D816 
o N822 del asa de activación) también se asocian a mal pronóstico.117 
La importancia de las mutaciones de KIT es poder definir un grupo de 
pacientes que se beneficien de tratamiento con inhibidores de tirosina kinasas, en 
ese sentido, imatinib puede ser eficaz en un grupo de pacientes con mutacion de 
KIT,118 mientras que existe evidencia de que también puede ser eficaz en 
pacientes que expresen KIT sin evidencia de mutación. 121, 122 Además, las 
mutaciones más frecuentes: D816V y D816Y son resistentes a imatinib, pero 
inhibidores como el PCK412 pueden vencer esta resistencia.123 
Alteraciones en diferenciación 
NPM1 
El descubrimiento en 2005 de que el producto del gen NPM1 
(nucleofosfina) se localizaba en el citoplasma de los blastos en una importante 
proporción de pacientes, fundamentalmente en aquellos con cariotipo normal 
constituyó una notable contribución en el conocimiento de la patogenia 
molecular de las LAM.38 La nucleofosmina es una proteína expresada 
ubicuamente, que de forma contínua es trasladada del núcleo a citoplasma y que 
está implicada en la estabilidad de los nucleolos, regulación del ensamblaje 
ribosomal y su transporte nucleocitoplásmico, el control de ciclo celular y la 
regulación de P53 y p14ARF.124  
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Figura 3: Estructura esquemática y funciones principales de NPM1 
 
En el trabajo de Falini se demostró que la mutación de NPM1 (NPM1mut) es 
la alteración génica más común dentro del grupo de LAM-CN,38 con una 
frecuencia entre 45-62% dependiendo de las series.125 Se han descrito al menos 
unas 40 mutaciones distintas, las cuales causan pérdida de los triptofanos 288 y 
290 o sólo del último que son críticos para la localización nuclear de la proteína.126 
Clásicamente se ha dicho que la mutación de NPM1 se asocia con buen 
pronóstico,38 sin embargo, dado que la mutación de NPM1 se suele asociar con 
otras lesiones génicas, principalmente con FLT3-LM (hasta el 40% de los pacientes 
NPM1mut) su valor pronóstico ha de verse en el conjunto de las alteraciones.125, 
127-130 Así pues, los pacientes FLT3-WT NPM1mut son los que realmente presentan 
buen pronóstico, mientras que los pacientes FLT3-LM NPM1mut tienen un 
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pronóstico similar a los FLT3-LM NPM1-WT.127, 128, 130, 131 Además de lo anterior, 
parece claro que los pacientes con NPM1mut, especialmente aquellos que son 
FLT3-WT, se benefician del tratamiento con ATRA tras el inicio de la quimioterapia 
de inducción.130 La base de este hecho no está aclarada, pero parece intervenir la 
modulación de la sensibilidad de las células NPMmut a drogas, ya que se observa 
un efecto sinérgico cuando el ATRA se administra tras los citostáticos.132-134 
CEBP! 
CCAAT/Enhancer-Binding Protein Alpha es un factor de transcripción 
indispensable para la maduración de progenitores multipotentes hacia línea 
mieloide (junto con PU-1, IRF-8, RUNX1, SCL, y GFI1).135, 136 La función fisiológica de 
CEBP! es provocar la parada proliferativa e iniciar el programa de diferenciación 
terminal.136 Los mecanismos por los que CEBP! produce la inhibición del 
crecimiento son su interacción con CDK2/CDK4, regulación positiva de p21CIP1, el 
remodelado de cromatina y la regulación negativa de c-myc.136 Las mutaciones 
por pérdida de función se han implicado en la patogenia de las LAM. Dos tipos de 
mutaciones  se han implicado en LAM esporádica o familiar.137-139 Por un lado, 
mutaciones nonsense en la región N-terminal que promueven la formación de un 
CEBP! truncado que actua de dominante negativo, impidiendo la función del 
alelo sano.136, 140 El otro tipo de mutaciones son en el dominio de cremallera de 
leucina C-terminal que provoca proteínas CEBP! con menor capacidad de unión 
al ADN. 136 Además de la mutación, la función de CEBP! está alterada por 
mecanismos post-transcripcionales en reodenamientos de CBF.141, 142 Mientras que 
claramente se ha demostrado que las mutaciones de CEBP! conllevan un buen 
pronóstico, la razón de este hecho permanece desconocida.143 
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Vias de señalización intraceluar 
Sólo un 50% de los pacientes presentarán alguna de las alteraciones 
citogenéticas  o mutaciones anteriormente comentadas, 144 de ahí la importancia 
de conocer las alteraciones que ocurren en las vías de señalización intracelular de 
las LAM. 
Las vías de Ras/Raf/MER/ERK, JAK/STAT y PI3K/PTEN/Akt/mTOR se 
encuentran frecuentemente activadas en los pacientes con LAM, y se asocian a un 
peor pronóstico.145-147 En esta parte nos centraremos en realizar una breve 
revisión de estas vías y cómo pueden permitir el desarrollo de nuevos fármacos. 
Ras/Raf/MEK/Erk 
La vía de Ras/Raf/MEK/Erk se activa en respuesta a muchos factores de 
crecimiento y citocinas que inducen proliferación celular y previenen la apoptosis 
en las células hemopoyéticas. 148-153 Tras unirse el ligando al receptor, Shc se une 
con el extremo carboxiterminal del receptor transmembrana,154 y recluta a 
Grb2/Sos(GTP-exchange complex growth factor receptor bound-2/son of 
sevenless exchange) lo que provoca que el Ras unido a la membrana se una a 
GPT.155 Ras:GTP recluta a Raf que se activa, probablemente por una kinasa de la 
familia de Src.156 
Raf es una familia de genes que codifica para RAF1, ARAF y BRAF. Las 
proteínas de la familia de Raf tienen tres dominios funcionales distintos. CR1 es 
necesario para la unión y subsecuente activación, CR2 es el dominio regulador y 
CR3 es el dominio kinasa. La deleción de CR1 y CR2 provoca una proteína 
constitutivamente activada.157 
Las kinasas Raf son necesarias para la fosforilación de MEK (Mitogen-
associated/extracellular regulated kinase-1)156, 158 y MEK fosforila ERK1 y ERK2 
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(extracellular regulated kinases) en residuos especificos de T e Y.156, 158 Las 
quinasas de serina ERK1 y ERK2 fosforilan y activan una variedad de sustratos.159 
Entre los que se incluyen Elk1 y Fos que están implicados en proliferación y 
supervivencia. La activación de Ras/Raf/MEK/Erk también modula la expresión de 
proteínas implicadas en apoptosis como Bcl-2, Bad, Bim, MCL-1, Caspasa 9 y 
survivina. 149 
Raf, además, tiene acciones independientes de MEK y Erk, principalmente 
dirigidas a la prevención de la apoptosis,160 muchas de estas acciones se basan en 
su interacción con MST-2 (Mammalian sterile 20-like kinase), que tiene una acción 
proapoptótica y es inhibida por Raf. 161, 162 
Las mutaciones que provocan la activación constitutiva de Ras ocurren en 
hasta un 30% de los cánceres, de hecho NRAS está mutado y constitutivamente 
activado en un 10%-20% LAM, KRAS en 5%-15% de las LAM, mientras que es raro 
que HRAS esté mutado.163 Posiblemente las mutaciones de Ras estén 
infraestimadas, ya que existen mutaciones activantes de Ras con capacidad 
leucemógena en residuos alternativos.164 Se ha sugerido que los pacientes con 
mutaciones de Ras se pueden beneficiar de consolidaciones con altas dosis de 
Ara-C.165 Las mutaciones de BRAF son más frecuentes que las de RAF1 o ARAF en 
muchos tumores. Las mutaciones de BRAF en línea germinal parecen ser más 
frecuentes en LAM  asociada a tratamiento quimioterápico previo.166 
Dependiendo de las series, hasta un 50% de las LAM presentan activación de la 
vía Ras/Raf/MEK/Erk sin mutación conocida.167 La expresión elevada de Erk en 
LAM también se ha asociado a mal pronóstico,168, 169 y por tanto, su inhibición 




La vía de Jak/STAT es otra de las vías principales de transducción de 
señales desde receptores extracelulares.148 La vía consiste en tres familias de 
genes: JAK (Janus Kinase), STAT (Signal Transducer and Activators of 
Transcripction) y SOCS/CIS (supressor of cytokine signalling/ cytokine inducing SH2-
containing), que sirve para regular a la baja la actividad de Jak/STAT.148 
Jak es una familia de tirosin kinasas, con 4 miembros descubiertos hasta la 
fecha (JAK1, JAK2, JAK3 y TYK2).170 La agregación de receptores de citocinas 
provoca la formación de homodímeros y heterodímeros que permite la activación 
de las Jak asociadas a ellos. 
La familia de STAT consta de 7 miembros (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, 
STAT5a, STAT5b y STAT6).170 Las funciones de la vía de Jak/STAT en la 
hematopoyesis normal han sido investigadas en modelos murinos. Los ratones 
STAT3-/- presentan muerte fetal por múltiples defectos,171 las deleciones de otros 
miembros de la familia de STAT producen alteración en la secreción de citocinas, 
sin defectos embrionarios. La deleción de Jak1 produce muerte fetal por 
alteraciones neurológica; 149 la deleción de Jak2 produce muerte por defectos en 
la hematopoyesis y los ratones Jak3-/- presentan alteración tímica.149 La familia de 
Jak/STAT está regulada negativamente por SOCS/SIS, que se une al dominio 
quinasa de Jak172, 173. Otros reguladores negativos de la ruta de Jak/STAT son las 
protein-fosfatasas CD45 y PTPeC (Protein tyrosine phosphatase-e C) 174, 175 
STAT 3 tiene propiedades oncogénicas, al aumentar la expresión de 





La unión del factor del ligando a su receptor puede también producir la 
rápida activación de la PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase)149, 177 PI3K consta de 
una unidad reguladora que contiene dominios SH2 y SH3 y una unidad 
catalítica.178 PI3K realmente es una familia de genes, con al menos 8 formas de la 
unidad catalítica descritas y 7 de la unidad reguladora, con funciones distintas y 
no del todo conocidas.179 El sustrato favorito de las PI3K de clase I es el 
fosfatidilinositos 4,5 bisfosfato, que es fosforilado a fosfatidilinositos 3,4,5 
trisfosfato, que sirve de anclaje para las proteínas como Akt o PDK1, que 
contienen un dominio de pleckstrin homology.  
Akt (o PKB, protein kinase B) tiene tres isoformas (Akt-1, Akt-2 y Akt-3) que 
PDK1 fosforila  en residuos específicos, dando lugar a su activación. La Akt 
activada se encuentra tanto en el núcleo como en el citosol, teniendo efectos 
antiapoptóticos cuando su localización es nuclear.180, 181 Se ha postulado que Akt 
fosforila a más de 9000 proteínas distintas, por lo que es un regulador 
fundamental para la célula.182, 183 Akt además, fosforila I-kK (I-kB kinase), que es 
marcado para degradación por el proteasoma, por lo que dejará de inhibir a NF-
kB.184  
Akt puede fosforilar CREB que regula la expresión de genes 
antiapoptóticos como Mcl-1, Bcl-2 y c-Jun.149  Además, la activación de la vía Akt 
provoca activación de mTOR (mammalian target of rapamycin) y proteínas kinasas 
ribosomales como p70S6K.149, 153 Akt fosforila a proteínas implicadas en el 
crecimiento celular, como GSK-3b (Glycogen synthase 3-b), ASK1, Bim, Bad, MDM-
2, p21CIP1, XIAP y Foxo3a.149  
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La vía de Akt está regulada negativamente por fosfatasas, como PTEN 
(phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome ten) que elimina el 
fosfato en posición 3 del inositol trifosfato desactivando la vía.149 Otras fosfatasas 
como SHIP-1 y SHIP-2, eliminan otros residuos de fosfato del inositol trifosfato 
distintos (posición 5) provocando también inactivación de la señal.  La pérdida de 
función de estas fosfatasas pueden llevar a la progresión tumoral.149  
Wnt-b catenina 
La familia de Wnt está formada al menos por 19 proteínas altamente 
conservadas que regulan los procesos del desarrollo, aunque también está 
implicada en procesos de autorenovación y diferenciación de HSC y está 
implicada en la oncogénesis cuando está constitutivamente activada.185-188 La 
sobreexpresión vía de Wnt en LAM es frecuente y poco estudiada por el 
momento.189 aunque parece ensombrecer el pronóstico de los pacientes que 





Aunque al principio se pensó que era un simple “embalaje” para el ADN, la 
configuración de la cromatina constituye un aspecto fundamental de la biología 
celular, implicando funciones como el control transcripcional, estabilidad 
cromosómica, reparación de ADN y replicación de ADN.191 La interacción entre el 
ADN y la cromatina con sus modificaciones codifica una capa de información, que 
puede ser preservada durante la división celular.192  
La información epigenética está recogida por tres mecanismos: Metilación 
del ADN, Modificaciones de histonas y ARN no codificante. 
 
Figura 4: Principales mecanismos de regulación epigenética.  
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Metilación del ADN 
Las DNA metiltransferasas catalizan la adición de un grupo metilo a la 
posición 5´ del anillo de citosina de las secuencias CpG, localizadas 
principalmente en la región 5´ de los genes (islas GpG). La principal función de la 
metilación de ADN es la regulación transcripcional. Un gran número de estudios 
han demostrado una correlación inversa entre la metilación de las islas CpG y la 
expresión génica.191 
Las leucemias agudas presenta alteraciones con respecto al patrón de 
metilación normal,193, 194 además, estos cambios no son aleatorios, si no que un 
grupo de genes son preferentemente inactivados por metilación en LAM. Además, 
estos cambios son específicos de enfermedad.195 
 
Modificaciones de Histonas 
Las cuatro histonas del núcleo (H2A, H2B, H3 y H4) junto con las 147pb del 
ADN forman el nucleosoma, que es la unidad estructural de la cromatina. El 
extremo N-terminal de las histonas está sujeto a cambios covalentes, entre los 
que se encuentra la acetilación, metilación, ubiquitinación, ADP-ribosilación, 
sumolación de lisinas, metilación de argininas y fosforilación de serinas y 
treoninas.196 Las modificaciones covalentes, salvo la metilación, cambian la carga 
eléctrica de la proteína, reduciendo la afinidad de las interacciones 
internucleosómicas o entre el ADN y las histonas. La acetilación de las histonas H3 
y H4 por las Histona acetiltransferasa (HAT) promueve la transcripción, mientras 
que la acción del las Histona Deacetilasas (HDAC) promueve la formación de 
heterocromatina, inhibiendo la transcripción.191 En las leucemias agudas 
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mieloblasticas, el balance entre HATs y HDACs esta inclinado hacia los HDACs, y 
fármacos que puedan revertir esta situación tienen una base racional para su 
investigación. 
 
ARN no codificante 
La modulación de la expresión génica por ARN no codificante es 
principalmente debida a la silenciación post-transcripcional mediante 
oligonucleótidos antisentido contra el producto que se pretende inhibir. 191 Los 
microRNAs (miRNAs) son pequeñas moléculas de ARN específicas de regiones no 
traducidas en el extremo 3´ de los genes, de forma que producen una reducción 
específica de su producto.197, 198 
 
El estudio de las modificaciones de cromatina, además de constituir una 
oportunidad de contribuir al conocimiento acerca de la patología molecular de 






Interacciones de la célula blástica con 
el estroma 
Las células progenitoras hematopoyéticas y leucémicas residen en áreas 
especializadas de la médula ósea (nichos) que presentan las condiciones 
estructurales y biológicas idóneas para su proliferación y crecimiento.200 Las 
células madre leucémicas pueden mantenerse en esos nichos evitando la muerte 
por agentes quimioterápicos.201 Los mecanismos de protección inducida por el 
estroma son múltiples y están interrelacionados, implicando una serie de 
citocinas, quimiocinas y moléculas de adhesión, que pueden aumentar las 
proteínas antiapoptóticas. 202, 203 
El stroma-secreted median la migración, implantación y movilización de las 
células hemopoyéticas, lo que204-207 La unión de 208 que está mediado 
intracelularmente por las vías de ERK y PI3K.209 Los niveles de CXCR4 tanto en 
superficie como intracelulares están elevados en un grupo de LAM, 
principalmente en aquellos pacientes con FLT3-LM,210 sin embargo, el pronóstico 
desfavorable de los niveles altos de CXCR4 es independiente del estado 




La capacidad de proliferación de una célula viene determinada por la 
maquinaria molecular implicada en su ciclo celular, que ejecuta de forma 
ordenada una serie de procesos que culminarán con la división de la célula. 
El ciclo celular se divide en varias fases. En la interfase la célula crece y 
duplica su material genético. La interfase se divide en tres subfases: G1, S y G2. En 
G1 se sintetizan las proteínas necesarias para la progresión a fase S (“síntesis”), en 
la que se produce la replicación del material genético. La fase G2, precede a la fase 
de mitosis o fase M, en la que tiene lugar la división nuclear y citoplasmática. A lo 
largo del ciclo existen puntos de control o checkpoints que supervisan momentos 
críticos del ciclo celular, como son el tamaño de las células, la replicación del ADN, 
la segregación de los cromosomas y la presencia de lesiones en el ADN.213-215  Los 
puntos de control que responden a señales externas actúan principalmente en G1. 
En esta fase se ha definido un periodo de tiempo denominado en mamíferos 
punto R o de restricción, en el cual la célula comprueba que ha generado la masa 
necesaria para seguir adelante y comenzar la síntesis de ADN. La superación de 
este punto conduce a las células a la progresión del ciclo celular, volviéndose 
refractarias a la acción de señales extracelulares.215, 216 Al final de la fase G2 existe el 
punto de control G2/M, en el que la célula comprueba que ha duplicado su masa 
y que ha duplicado su ADN únicamente una vez.213, 215 Una vez superado este 
punto la célula está preparada para entrar en mitosis. En esta fase, el punto de 
control M, asegura una correcta organización del huso mitótico. Los checkpoints 
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o puntos de control de daño en el ADN actúan en tres fases del ciclo celular: en la 
transición G1/S, en el control de la progresión a través de la fase S, y en la 
transición G2/M y aseguran que una célula con daño en el ADN o una incorrecta 
replicación no progrese a través del ciclo.215, 217  
Base molecular del ciclo: CDKs y Ciclinas. 
Las principales proteínas del ciclo celular son las ciclinas (CCN) y las 
quinasas dependientes de ciclinas (CDKs: Cyclin-Dependent Kinases).218, 219 Estos 
dos tipos de proteínas se asocian formando complejos, en los que la quinasa es la 
subunidad catalítica y la ciclina la subunidad reguladora. Estos complejos están 
sometidos a un importante sistema de regulación por multiples vias, ya que son 
los encargados de activar el ciclo celular al fosforilar a diversos sustratos entre los 
que se encuentra principalmente la proteína retinoblastoma (Rb).148 
Las CDKs son quinasas serina/treonina que se caracterizan por necesitar la 
unión de la ciclina para ser activas.220 Cada CDK se asocia a una o varias ciclinas de 
forma específica, y realiza su función en un punto concreto del ciclo celular. Las 
ciclinas presentan una homología superior al 50% y se unen a las quinasas a 
través de una secuencia conservada de 87 aminoácidos, llamada “caja ciclina”. 
Según su patrón de expresión y actividad se agrupan en 3 categorías: ciclinas de 
fase G1 (C, D1-3, E1-2, F y G); ciclina A y ciclinas de fase G2 (B1-B2) que se unen y 
activan a diferentes quinasas (CDK1-9). En la fase G1 se produce un incremento de 
la expresión de las ciclinas D (D1, D2 y D3), estos tres tipos de ciclina D se expresan 
de forma específica en diferentes tejidos.220 
Las principales CDKs responsables de la progresión a través de la fase G1 y 
la entrada en la fase S son CDK2, CDK3, CDK4 y CDK6.214, 221 Las ciclinas D se unen a 
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CDK4 y CDK6, la actividad de estas quinasas se detecta a partir de la mitad de G1 y 
se incrementa a medida que se acercan a la transición G1/S.214 CDK4 parece ser la 
principal quinasa dependiente de ciclina implicada en procesos neoplásicos. CDK4 
es una diana transcripcional de c-myc, ya que contiene 4 lugares de unión 
altamente conservados en su promotor.222 De esta manera se establecería una 
unión directa entre los efectos oncogénicos de c-myc y la regulación del ciclo 
celular.222 
A medida que la célula progresa a través de la fase G1 existe un incremento 
en la expresión de la ciclina E. La ciclina E se une principalmente a la CDK2.223 Este 
complejo está activo hacia el final de G1 y en la fase S, en la cual también 
permanecen activos los complejos CDK2-ciclina A. Los complejos CDK2-ciclina E 
son requeridos para la transición desde G1 hacia S.  El incremento de la expresión 
de ciclina A ocurre en la transición G1/S y persiste a través de la fase S.223 Con la 
unión de la ciclina A a CDK2 tiene lugar la síntesis de ADN; en la última parte de la 
fase S la ciclina A se asocia con CDC2. En la transición G2/M y en la mitosis se 
encuentran activos principalmente CDC2-ciclina A y CDC2-ciclina B.223  
Complejos CDK-ciclinas 
Los complejos CDK-ciclina fosforilan diferentes sustratos en las diferentes 
fases del ciclo celular. El principal sustrato de los complejos constituidos por 
ciclinas de fase G1 es la proteína del gen Rb. Rb es un gen supresor de tumores 
que ejerce su control sobre la proliferación celular a través de la asociación con 
varias proteínas celulares.224 La proteína de Rb contiene 16 motivos de 
reconocimiento de CDKs y es regulada a través de fosforilaciones. Rb inhibe la 
progresión del ciclo celular cuando se encuentra hipofosforilada, porque en esta 
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forma secuestra factores necesarios para la transcripción de genes implicados en 
la progresión hacia la fase S, entre los que se encuentran la familia de factores de 
transcripción E2F y correpresores como HDACs (Histone Deacetylases) y BRG1 
(Brahma-Related Gene-1), parando a las células en la fase  G1 del ciclo celular y 
pudiendo iniciar el programa de apoptosis por vías dependientes de p53.224-226 
Este bloqueo es liberado por una creciente fosforilación mediada por las CDKs 
que se inicia cuando las células en G1 se aproximan al punto R (permitiendo a los 
factores de transcripción ejercer su regulación transcripcional) y es bruscamente 
invertido al final de la fase M. Las ciclinas de tipo D y E unidas a CDK2, CDK4 y 
CDK6 parecen ser los principales complejos implicados en la fosforilación de pRb. 
224, 225 (Figura 5). 
 
 
          
 Figura 5: Fosforilación de Rb en la progresión del ciclo celular. 
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Los niveles de CDKs no parecen variar de forma importante durante el ciclo 
celular, aunque hay evidencias de que ciertas señales estimuladoras o inhibidoras 
del crecimiento pueden regular su expresión. Los niveles de las ciclinas son 
regulados a nivel de su tasa de síntesis y destrucción.223 
 
 Inhibidores de CDKs 
Los inhibidores de CDKs se han agrupado en dos familias, en función a la 
similitud de sus secuencias, su modo de acción y su especificidad de sustrato. Una 
de ellas es la familia KIP y la otra la denominada INK4. 
 
 Familia KIP 
 Dentro de la familia KIP se engloban p21/CIP1/WAF1, p27/KIP1 y 
p57/KIP2.227, 228 Los componentes de esta familia comparten un dominio 
inhibitorio homólogo y son capaces de inhibir todos los complejos CDK-ciclina de 
la fase G1 y S. 
p21 fue una de las primeras proteínas inhibidoras de CDKs identificada. 
Forma complejos cuaternarios con la mayoría de las CDKs y también con el 
antígeno de proliferación nuclear (PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen).225 Al 
unirse a PCNA puede inhibir su actividad replicativa sin inhibir su capacidad 
reparadora. p21 protege a las células de la apoptosis parando el ciclo celular e 
induciendo la reparación del ADN dañado, puede ser activado por p53 y a través 
de vías independientes de p53.228 p21 parece tener un efecto protector sobre la 
leucemogenesis inducida por AML1/ETO.64 
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p27 también interactúa con diferentes complejos CDK-ciclina, siendo el 
complejo CDK2-ciclina E su principal diana.225 Existen muchas evidencias de que 
p27 juega un importante papel en muchos procesos celulares, incluyendo 
proliferación, diferenciación y apoptosis.229 Diversos estudios sobre p21 y p27 
indican que las alteraciones de estas dos moléculas en procesos tumorales son 
extremadamente raras o inexistentes.228, 230 Sin embargo, son fundamentales para 
la diferenciación mieloide normal. 231   
p57, al igual que p21, contiene dominios de unión a PCNA y podría estar 
implicado en la salida de las células del ciclo celular durante el desarrollo y en la 
diferenciación de algunos tipos celulares. 228 
 
 Familia INK4 
La familia INK4 está formada por cuatro miembros: p16/INK4a, p15/INK4b, 
p18/INK4c y p19/INK4d. 227 Son inhibidores específicos de CDK4 y CDK6 y su 
mecanismo de acción consiste en competir con las ciclinas D por la unión a las 
CDKs. Algún miembro de esta familia parece capaz de unirse al complejo 
CDK/ciclina interfiriendo en la acción del complejo sobre sus sustratos. Las 
proteínas INK4 se caracterizan por tener una regulación post-transcripcional por 
metilación.227 
La inactivación de p15/INK4b ocurre hasta en el 80% de los pacientes con 
leucemia aguda mieloblástica, aunque puede no ser fundamental para el 
desarrollo de la enfermedad, 232, 233 y no parece tener un claro valor pronóstico por 
sí solo,234, 235, aunque sí en conjunción con otros genes como ESR1 y IGSF4,236 o E-
cadherina237 sí podría ser usado como marcador de respuesta en pacientes con 
terapia basada en fármacos hipometilantes o epigenética. 76, 238   
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p16/INKa y p14ARF son dos proteínas codificadas por el mismo gen, 
debido a un marco de lectura alternativo pero con funciones biológicas parecidas. 
Las alteraciones de p16/INKa y p14ARF son poco frecuentes en los pacientes 
diagnosticados de LAM  (5%) pero predicen una menor supervivencia global y 
una mayor probabilidad de recaída sin afectar la tasa de remisiones completas. 239 
La pérdida de función de p16/INKa y p14ARF provoca aumento de niveles de 
MDM2, aunque este no es el único mecanismo que lo produce. 239 
 p18/INK4c actúa de manera específica sobre CDK6 y débilmente sobre 
CDK4.240 Sin embargo, parece que su alteración no es muy frecuente en LAM.234 
Por su parte, p19/INK4d presenta una gran homología con p15/INK4b y 
p16/INK4a. Es capaz de unirse e inhibir tanto a CDK4 como a CDK6, aunque 




p53 es, posiblemente, el gen supresor de tumores mejor conocido y más 
estudiado. p53 es una proteína con múltiples funciones que puede actuar a través 
de vías dependientes o independientes de la transcripción. En situaciones de 
estrés celular, p53 puede iniciar la reparación de ADN, está implicado en 
senescencia y, aunque no es esencial para la progresión del ciclo, puede regular 
de forma negativa la proliferación celular a través de dos mecanismos: el bloqueo 
del ciclo celular y la apoptosis. 226, 241-246  
p53 está involucrado en los puntos de control o checkpoints de respuesta al 
daño en el ADN. Su nivel es bajo en células normales, pero se produce un 
incremento en respuesta a lesiones en el ADN, y la proteína activará la expresión 
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de genes que mediarán la supresión del crecimiento como p21, GADD45 (DNA 
Damage-Inducible Gene-GADD45) y 14-3-3!. p53 también activa la expresión de 
otros genes como Mdm-2 (Mouse Double Minute-2), un oncogén que a su vez regula 
negativamente la transcripción de p53 y marca a la proteína para su degradación. 
Entre los diferentes genes modulados por la acción de p53 encontramos también 
genes implicados en la apoptosis como Bcl-2 (B-Cell CLL/Lymphoma-2) y Bax (Bcl2 
Associated-X Protein). 226, 241-245 
 
 
Figura 6: Principales acciones y mediadores de la actividad de p53 
 
Se estima que las mutaciones en la vía de p53 son el suceso genético más 
frecuente en los tumores humanos, ocurriendo en más del 50% de los casos. Las 
alteraciones de p53 en LAM de novo suelen ser por deleción de un alelo, bien por 
translocación o bien por deleción de 17p, y mutación del otro alelo, 
fundamentalmente en los exones 4-8. Sin embargo, la inactivación de p53, en 
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pacientes con LAM se ha definido clásicamente como un hecho raro, 131, 247-249 
siendo más frecuente en LAM secundarias a tratamiento quimioterápico y en 





Mecanismos de muerte celular 
La muerte celular es un proceso fisiológico, caracterizado por disminución 
del tamaño celular, formación de vesículas y condensación nuclear necesario para 
el control de la morfogénesis y organogénesis durante el desarrollo embrionario, 
y de la homeostasis tisular en organismos adultos.253 La apoptosis, descrita por 
primera vez por Kerr 253 en 1972, es una forma de muerte celular programada, 
como consecuencia del envejecimiento tisular y celular, o en respuesta a 
diferentes agentes externos como las radiaciones ionizantes y los agentes 
quimioterápicos.245, 253-259 Puede considerarse como un proceso que facilita la 
eliminación de células defectuosas, por tanto la alteración en la regulación de los 
genes implicados en la muerte celular por apoptosis puede ser causa y estar 
asociada al desarrollo de diferentes neoplasias, enfermedades autoinmunes, 
infecciones virales y enfermedades neurodegenerativas, entre otras y está 
implicada en la respuesta a tratamiento de distintas enfermedades neoplásicas. 
259-264 
A diferencia de la necrosis, o muerte celular accidental, la apoptosis es un 
proceso activo en el que inicialmente las células reaccionan ante un estímulo 
ejecutando ellas mismas el proceso de muerte programada.254, 265 Durante la 
apoptosis la célula sufre cambios morfológicos asociados a una disminución de la 
adhesión y los contactos intercelulares, alteraciones del citoesqueleto, 
condensación de la cromatina nuclear, desintegración de los nucleolos, 
disminución del tamaño nuclear, y condensación del citoplasma y orgánulos.262 
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Paralelamente se producen una serie de procesos bioquímicos en la célula que 
incluyen una disminución del potencial de membrana mitocondrial, pérdida de la 
asimetría en la composición de los fosfolípidos de la membrana plasmática, con la 
exposición al exterior de residuos de fosfatidilserina y fragmentación del ADN, 
debido a la activación de endonucleasas dependientes de Ca2+ y Mg2+ que 
cortan el ADN genómico por los espacios internucleosomales.266-268  Finalmente, se 
forman fragmentos nucleares recubiertos de membrana (cuerpos apoptóticos) 
que son fagocitados sin evidencia de reacción inflamatoria.269 
 A nivel molecular, la apoptosis constituye una serie compleja de 
eventos con múltiples reguladores tanto positivos como negativos e integrada en 
otras vías intracelulares tan importantes como la progresión en ciclo celular, las 
señales mediadas por fosforilación y la reparación de daño al ADN.177, 270-272 
Actualmente se cree que la apoptosis se lleva a cabo principalmente por dos vías 
distintas.254, 260, 263, 273, 274 Estas dos vías alternativas de inducción de apoptosis se 
dividen en: 1) Apoptosis mediada por receptores de muerte expresados en la 
superficie celular o vía extrínseca; y 2) Apoptosis mediada por la mitocondria o vía 
intrínseca. La señalización por ambas vías induce la activación de miembros de 
una familia de proteínas conocidas como caspasas (Caspases: Cysteine Aspartate-
specific Proteases),263 que de forma específica cortan proteínas en los residuos de 
cisteína localizados próximos al ácido aspártico.263 Las caspasas iniciadoras dan 
comienzo una cascada de eventos que convergen dentro de una vía común de 
caspasas efectoras que conducen a la ejecución de la apoptosis, y que se traduce 
en los cambios bioquímicos y morfológicos característicos de este fenómeno 
descritos anteriormente. Además, la vía intrínseca induce también muerte celular a 
través de una vía independiente de caspasas.254, 263 
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La deregulación del complejo equilibrio entre proliferación y supervivencia 
y muerte celular juega un papel importante en el desarrollo del cáncer, 
incluyendo las LAM. En este sentido, la resistencia a la apoptosis es una de las seis 
alteraciones esenciales en la fisiología celular que dicta el crecimiento de las 
células tumorales y es uno de lo hechos distintivos de prácticamente todos los 
cánceres.275  En el caso de las LAM, el estudio de las alteraciones en la apoptosis, 
ligado a los mecanismos patogenéticos, ha sufrido un avance importante en los 
últimos años y, además, puede transformarse en nuevas vías terapéuticas para 
estos pacientes. Por ejemplo, es conocido que las proteínas de fusión pueden 
interacionar con los mediadores de la apoptosis enviado señales antiapoptóticas 
que favorezcan la supervivencia de las células leucémicas, así en la inv(16) se 
altera la vía de p53,276 en t(8;21) se aumentan los niveles de BCL2,66 las alteraciones 
de 11q23 pueden inhibir la apoptosis alterando la expresión de varios genes.277 
Las mutaciones puntuales que afectan a Nucleofosmina se asocian un mejor 
pronóstico dentro del grupo de LAM-CN a pesar de favorecer un estado anti-
apoptótico. La nucleofosmina puede actuar en situaciones de estrés como un 
regulador negativo de p53 para proteger a las células de la apoptosis, mientras 
que ante otros estímulos favorece fenómenos de senescencia.278 La 
nucleofosmina mutada puede perturbar las acciones proapoptóticas de p53 y 
proteger a las células de la apoptosis.279-281 Las mutaciones de FLT3 provocan una 
activación constitutiva de MAPK, Akt y STAT5 que conlleva activación de Pim-1 e 
hiperexpresión de BCL-XL.282, 283 Además de los ensayos clásicos, los estudios de 
expresión génica han diferenciado varios grupos de perfiles de expresión con 
implicaciones pronósticas en pacientes con LAM en función de  la expresión de 
genes implicados en apoptosis, proliferación y resistencia a fármacos.284-287 
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Además, de mecanismo patogenético, la deregulación de la apoptosis 
puede ser una de las causas de la disminución de la sensibilidad de las células 
tumorales a los quimioterápicos que ejercen su efecto anti-tumoral a través de la 
inducción de apoptosis.288, 289 La inducción de apoptosis por quimioterapia está 
asociada con la activación de genes pro-apoptóticos y la supresión de genes anti-
apoptóticos, mientras que la atenuación de los genes pro-apoptóticos y el 
incremento de los genes anti-apoptóticos causa resistencia. Aunque son cada vez 
más numerosos los genes identificados que participan en la regulación, iniciación 
y ejecución de la apoptosis, y sus correspondientes proteínas, en esta 
introducción nos centraremos de forma específica en algunas proteínas, que 
intervienen en la regulación de la apoptosis a través de la vía extrínseca y de la 
vía intrínseca que incluye la apoptosis dependiente e independiente de 
caspasas.263 
Vía extrínseca: Receptores de muerte 
La vía extrínseca es activada por los ligandos de la familia del TNF-! que al 
unirse a sus receptores desencadenan la activación de caspasas y la apoptosis.263 
Los receptores de muerte se caracterizan por tener dominios extracelulares ricos 
en cisteína. Todos tienen en común un dominio DD (Death Domain) en la región 
citoplasmática. De forma general, la unión de ligandos a los receptores de muerte 
induce su trimerización, y posteriormente los dominios DD reclutan moléculas 
adaptadoras que posteriormente activarán a la Caspasa-8 y ésta, al ser activada, 
activará a su vez la Caspasa-3.263 Los receptores de muerte mejor estudiados son 
Fas (Apo-1 o CD95), TNF-R (Tumor Necrosis Factor Receptor) y TRAIL-R (TNF-Related 




Figura 7:  Esquema de las señales apoptóticas de la vía extrínseca (mediada por 
receptores de muerte celular). Al unirse el ligando al receptor de muerte, FADD activa la 
procaspasa 8, que a su vez actúa sobre las caspasas efectoras. Simultáneamente, la caspasa 8 
activa, puede inducir la activación de BID, activando la vía mitocondrial. 
 
Fas 
Fas/Apo-1/CD95 se expresa de forma ubicua en la superficie de la célula, es 
una proteína de membrana de 40 KDa, que está altamente expresada en linfocitos 
T y células NK (Natural Killer) activadas.290-292 El sistema Fas/FasL participa en la 
eliminación de los linfocitos T y B, de células infectadas por virus y de células 
cancerígenas. Esta vía se inicia por la formación del complejo DISC (Death-Inducing 
Signalling Complex) en el cual interviene una molécula adaptadora llamada FADD 
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(Fas Associated Death Domain) y la procaspasa-8. FADD se une a Fas mediante sus 
respectivos dominios DD y a la procaspasa-8 mediante un dominio DED (Death 
Effector Domain). La oligomerización de la procaspasa-8 en el complejo DISC da 
lugar a la activación de la Caspasa-8 y la posterior activación de otras caspasas. 
Dependiendo del tipo celular, la Caspasa-8 puede directamente activar a la 
Caspasa-3 o proteolizar el extremo carboxi-terminal de Bid (BH3 Interacting Domain 
Death Agonist), una proteína proapoptótica de la familia de Bcl-2. La translocación 
de la forma truncada de Bid a la mitocondria activará la vía mitocondrial 290 
(Figura X). Se ha descrito que esta vía participa en la muerte inducida por algunas 
drogas citotóxicas como son la doxorubicina y el metotrexato.294  
 
TNFR 
Al igual que Fas, el receptor de tipo 1 para el TNF-! (TNFR1) se expresa de 
forma ubicua, en cambio su ligando TNF-! sólo se expresa en macrófagos 
activados y en linfocitos en respuesta a infecciones.290 En la activación, TNF, se 
une a su receptor mediante trimerización de TNFR1. Posteriormente se une una 
molécula adaptadora TRADD (TNFR-associated death domain protein) que induce la 
asociación con FADD y la activación de la Caspasa-8. Además de la vía apoptótica, 
TNF induce otras vías de transducción de señales a partir de TRADD que 
desencadenan la activación de NF-"B y JNK (c-Jun Kinase)/Ap-1.290 (Figura 5) La 
demostración de que TNF-! podía eliminar selectivamente las células tumorales 
respetando las células sanas rápidamente llevó al optimismo, sin embargo, dadas 
las potentes capacidades inflamatorias del TNF-!, la administración sistémica no 




Las células normales expresan TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand), 
pero son resistentes a la muerte celular inducida por TRAIL, en cambio las células 
tumorales son sensibles a esta citocina.290 Se han descrito cuatro receptores de los 
cuales dos (TRAIL-R1 o DR4 y TRAIL-R2 o DR5) inducen apoptosis y serán los que 
determinaran si una célula será resistente o sensible a TRAIL.290, 296 Estudios 
iniciales sugieron que la terapia con TRAIL puede ser una de las estrategias en el 
futuro,  aunque no de forma individual, al menos en LAM por la alta expresión de 
TRAIL-R3 y TRAIL-R4, 296pero sí combinada con drogas; en este sentido, en 
experimentos in vitro y ex-vivo se ha demostrado sinergismo con otros nuevos 
tratamientos para LAM.297-299 
Caspasas 
Las caspasas se sintetizan en forma de precursores inactivos (zimógenos) 
de 30-50 KDa que presentan tres dominios: un dominio amino-terminal 
(prodominio), un dominio que dará lugar a una subunidad grande y otro 
dominio que dará lugar a una subunidad menor.263 En presencia de estímulos 
apropiados, hay un proceso de proteólisis en residuos conservados de cisteina 
próximos a residuos ácido aspártico entre los dominios, generándose los 
fragmentos activos. Basándonos en el nivel de la cascada apoptótica donde 
ejercen su acción podemos dividir a las caspasas en dos grupos: las caspasas 
iniciadoras (Caspasas 2, 8, 9 y 10) que son activadas en respuesta a señales de 
estrés o daño celular durante el inicio del proceso de apoptosis y que proteolizan 
y activan a las caspasas efectoras o ejecutoras (Caspasas 3, 6 y 7), éstas, una vez 
activadas, serán las responsables de la proteólisis directa de un amplio espectro 
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de proteínas celulares que, últimamente, darán lugar a la muerte de la célula. Uno 
de los primeros sustratos identificados fue PARP (Poly (ADP-Ribose) Polymerase).263 
 
Figura 8: Estructura esquemática de las caspasas. De acuerdo con su función,  las 
caspasas pueden ser divididas en tres grupos: Caspasas implicadas en el inicio de la señal de 
muerte celular, caspasas implicadas en la ejecución de la muerte celular y caspasas 
implicadas en respuestas inflamatorias (no mostradas).   
 
Las caspasas inciadoras presentan en su región N-terminal uno o dos 
dominios adaptadores que son esenciales para su función. En cambio, las 
caspasas efectoras no presentan dichos dominios. Existen dos vías fundamentales 
por las cuales las caspasas pueden ser activadas (vía intrínseca y vía extrínseca de 
la apoptosis dependiente de caspasas) pero, aunque ambas vías convergen en las 
caspasas efectoras, requieren distintas caspasas para iniciar el proceso. Así, la 
activación de la vía extrínseca provoca fundamentalmente reclutamiento de 
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caspasa 8 y la vía intrínseca provoca fundamentalmente reclutamiento de caspasa 
9.263 
Los niveles de caspasa 3 han sido estudiados en LAM mediante técnica de 
Western Blot, con resultados interesantes. Los niveles altos de pro-caspasa 3 se 
han relacionado con mal pronóstico en LAM de novo, hecho que podría ser debido 
a una resistencia a la apoptosis, que provocaría falta de procesamiento de 
caspasa 3, lo que llevaría a su acumulación en el citoplasma, mientras que los 
pacientes que presentaban caspasa 3 procesada de forma espontánea al 
diagnóstico presentaban mejor supervivencia. 300 
 IAPs, las proteínas inhibidoras de caspasas 
Las proteínas denominadas IAPs (Inhibitors of Apoptosis Proteins), tienen la 
capacidad de inhibir la apoptosis mediante la unión selectiva e inhibición de la 
actividad de caspasa 3, 7 y 8, pero no caspasa 8. Los IAPs bloquean la cascada de 
caspasa e inhiben la muerte celular en respuesta a estímulos proapoptóticos.301 
Actualmente hay 8 miembros de esta familia, pero dos de ellos, Survivina y XIAP 
(X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein) han recibido especial atención.  
XIAP es posiblemente la IAP mejor estudiada tanto a nivel estructural como 
a nivel mecanístico.302 Además, XIAP es el único miembro de esta familia que 
puede inhibir tanto las caspasas efectoras como las iniciadoras. XIAP está 
frecuentemente elevada en células tumorales, provocando resistencia a 
quimioterapia.303 XIAP, por lo tanto, es una buena diana terapéutica, en base a sus 
funciones, además, la inhibición de XIAP restaura la quimiosensibilidad de las 
células.304, 305 
La survivina es la única IAP que se asocia al huso mitótico.306 Su expresión 
es ciclo dependiente.307, 308 Tiene una función doble, inhibe la apoptosis mediante 
 50 
su interacción directa e indirecta con las caspasas y regula el ciclo celular.309 La 
survivina se expresa en tejido embrionario y se halla sobreexpresada en células 
tumorales, asociándose con la resistencia a la quimioterapia, pero no en tejidos 
adultos normales.303, 309 
Vía intrínseca: La mitocondria 
La vía de muerte mitocondrial se observa en respuesta a agentes 
oxidantes, drogas y factores de crecimiento. Inicialmente, la mitocondria se 
consideró un elemento pasivo en la muerte celular por apoptosis, que sólo 
reflejaba daños en las funciones críticas debido a la muerte celular. Pero, el hecho 
de que Bcl-2 se hallara en la membrana mitocondrial externa sugirió que la 
mitocondria podía tener una función especial en la apoptosis. 310 
Apoptosis dependiente de caspasas 
Familia de Bcl-2. 
Las proteínas de la familia de Bcl-2 contienen por lo menos uno de los 
dominios conservados, conocidos como Bcl-2 homology domains (BH1-BH4) y se 
clasifican en base a su función y estructura en 1) Proteínas antiapoptóticas, que 
contienen los dominios BH1 y BH2, 2) Proteínas proapoptóticas que contienen los 
dominios BH1, BH2 y BH3, y 3) Proteínas proapoptóticas que contienen 
únicamente el dominio BH3.256, 257, 262, 311, 312 El dominio BH3 es esencial para la 
actividad apoptótica. Dentro del primer grupo de proteínas que inhiben la 
apoptosis y/o promueven la supervivencia celular se incluyen Bcl-2, Bcl-X y Mcl-1, 
entre otras, y se localizan en la membrana mitocondrial externa. Dentro de los 
miembros de la familia de Bcl-2 que inducen apoptosis, con homología 
restringida al dominio BH3, se agrupan las proteínas Bim (Bcl2-Interacting Protein 
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BIM), Bad, Bid y Bnip3 (BCL2 adenovirus E1B 19kDa-interacting protein 1 NIP3), además 
de las proteínas Bax y Bak (Bcl2 Antagonist Killer); se localizan principalmente en el 
citosol y en respuesta a estímulos apoptóticos se traslocan a la mitocondria 
(Figura XX). Los cambios de localización pueden ser debidos a cambios de 
conformación u oligomerización, como ocurre con la proteína Bax, a cambios en 
su estado de fosforilación descrito en la proteína Bad o por proteólisis como 
ocurre en la proteína Bid. Muchas de estas proteínas interactúan entre ellas 
formando una red compleja que determina una mayor o menor susceptibilidad 
para la activación o la inhibición de la puesta en marcha de la vía intrínseca de la 
apoptosis.311, 313 
 
Figura 9:  Señales activadoras de la vía mitocondrial de la apoptosis. 
 
La expresión del oncogen Bcl-2 desempeña un papel importante en las 
neoplasias linfoides de línea B.313 La translocación t(14;18)(q32;q21) da lugar a una 
expresión anormalmente aumentada de la proteína Bcl-2, que conduce a la 
inhibición de la muerte celular, contribuyendo a incrementar la supervivencia de 
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las células B y así perpetuar el proceso neoplásico.313 La sobreexpresión de la 
proteína BCL2 resulta en la resistencia a una amplia variedad de estímulos 
proapoptóticas como los quimioterápicos,312, 314 lo que se ha traducido en peores 
tasas de remisión en los pacientes afectos de LAM 314-317 La ratio entre Bax (pro-
apoptótico) y BCL2 (antiapoptótico) medidos por citometría de flujo en pacientes 
con LAM tiene un alto poder predictivo para la remisión completa, la 
supervivencia global y la tasa de recaídas.318 Las poblaciones CD34+ de las 
leucemias agudas mieloblásticas son más resistentes a la apoptosis que las 
poblaciones CD34- y esto está debido principalmente a una mayor expresión de 
BCL-2, BCL-XL y MCL-1 y una menor expresión de Bax.319, 320 El aumento de la 
expresión de las proteínas antiapoptótica Bcl-2 y BCL-XL bloquea la apoptosis 
inducida por la doxorubicina.321 
BCL-XL está frecuentemente elevado en células blásticas CD34+ y 
contribuye a la quimioresistencia de esta población.322 Este hecho no es 
sorprendente, ya que BCL-XL es una diana de STAT5,323 y de FLT3 tanto por 
internal tandem duplication como por mutación en dominio tirosin kinasa 
(vehiculado por STAT5).282, 324 Además de lo anterior FLT3-ITD provoca fosforilación 
de BAD.325 
Mcl-1 no tiene un papel tan claro como Bcl-2 en las LAM, ya que sus niveles 
no parecen guardar relación con la respuesta a tratamiento, si bien, parece que 
estos aumentan en la recaída. 326, 327 
Citocromo-C. 
Es una proteína que participa en la cadena de transporte de electrones y se 
encuentra en el espacio intermembranal de la mitocondria. Cuando es liberada al 
cytosol se une a la proteína APAF-1 (Apoptotic Protease Activating Factor-1) y a la 
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procaspasa-9, formando el complejo llamado apoptosoma, induciendo la 
activación de la Caspasa-9 y la cascada de activación de caspasas,263, 328 (Figura XX). 
Los defectos en la formación del apoptosoma son un fenómeno poco estudiado, 
en muestras de líneas celulares de LAM y el experimentos ex vivo, se ha 
demostrado que los niveles de APAF son bajos en una proporción elevada de 
pacientes, y que su patrón de expresión se correlaciona con la inducción de 
apoptosis.329 Esta baja expresión es debida en parte a metilación anormal de su 
promotor, ya que APAF-1 se reexpresa con tratamiento con 5-aza-
2´deoxycitidina,330 pero otros mecanismos post-traduccionales deben de regular 





Figura 10: Vía mitocondrial de la apoptosis.  
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Smac/Diablo. 
Smac/Diablo (Second Mitochondria-derived Activator of Caspase) se une por su 
extremo N terminal a la mitocondria y en el espacio intermembranal se proteoliza 
dejando libre el dominio que le permite su unión con las IAPs.310, 332 Debido a la 
pérdida del potencial mitocondrial, y al mismo tiempo que se produce la 
liberación de Citocromo-C, se libera Smac/Diablo que se une a las IAPs (XIAP, c-
IAP1, c-IAP2, y survivina) en el citoplasma y las bloquea, inhibiendo su función y 
potenciando la activación de caspasas y la vía de apoptosis mitocondrial.333 La 
liberación de Smac/Diablo es inhibida por Bcl-2 y Bcl-xL 334 (Figura 6). 
 
 Apoptosis independiente de caspasas 
Como acabamos de describir, la pérdida de potencial mitocondrial, 
aumenta la permeabilidad de la membrana mitocondrial y el resultado es la 
liberación de pequeñas moléculas como Citocromo-C y Smac/Diablo que activan 
la vía dependiente de caspasas. Pero además de estas proteínas, también se 
liberan otras moléculas como AIF (Apoptosis-inducing factor) y Endonucleasa G 
(Endo-G) que activan una vía de apoptosis independiente de caspasas.263, 328, 335 
 AIF (Apoptosis inducing factor). 
AIF es una proteína altamente conservada filogenéticamente, esencial para 
el desarrollo embrionario. Como Smac, se sintetiza en forma de precursor 
inmaduro,336 se trasloca a la mitocondria y en el espacio intermembranal se 
proteoliza, la forma madura tiene actividad oxidasa.337, 338 En respuesta a señales 
de muerte, AIF sale de la mitocondria se traslada a través del citosol hasta el 
núcleo dónde se une al ADN provocando condensación de la cromatina y 
fragmentación de ADN en fragmentos de aproximadamente 50 Kb (Figura 7).336 
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 Endonucleasa G. 
Endo-G, es una proteína esencial para la replicación del ADN mitocondrial.  
Se aisló a partir de la fracción mitocondrial tratada con la forma activa 
proapoptótica de Bid: tBid.339, 340 Una vez liberada al citosol se traslada al núcleo 
dónde fragmenta ADN, incluso en presencia de inhidores de caspasas.339 (Figura 





Daño y reparación del ADN 
El genoma está sujeto a varios tipos de daño al ADN por agentes exógenos 
(radiación, citotóxicos,…) o endógeno (radicales libres, recombinación,..) La 
capacidad de reparar el daño al ADN es vital para mantener la integridad del 
genoma, y por tanto, la viabilidad celular. De esta forma, las células presentan 
mecanismos altamente conservados, llamados en su conjunto Respuesta al daño 
al ADN (DNA-damage repair, DDR), para detectar las lesiones al genoma, señalizarlas 
y proceder a su reparación.341 Aunque las respuestas difieren para distintos tipos 
de daño, siguen un patrón general, en el que múltiples procesos actúan de forma 
cooperativa y comparten efectores. 
Mecanismos de reparación del daño al DNA 
Dado que existe una variabilidad en las distintas formas en que se puede 
producir daño al ADN, existen múltiples mecanismos de reparación. El estudio de 
la secuencia exacta de la reparación del daño al ADN es difícil, dado que muchos 




Figura 11: La presencia del daño al ADN es reconocida por una serie de proteínas 
que inician cascadas de transducción de señales que tienen impacto en un serie de procesos 
celulares. 
 
De forma resumida, los mecanismos de reparación del daño al ADN 
podemos encontrarlos en la tabla 2 y los podemos catalogar en: 
Mecanismo 
de DDR 
Lesiones en las 
que actúa Componentes principales 
Reversión 
directa O
6 alkilguanina O6-metilguanine methyltransferasa 
MMR 
Falta de 
complementariedad en el 
ADN y horquillas de 
inserción o deleción 
durante la replicación 
Sensores: MSH2–MSH6 y MSH2–MSH3 junto 
con MLH1–PMS2, MLH1–PMS1, PLH1–MLH3, 
EXO1, polymerasas ! y ", PCNA, RFC, RPA, ligasa 
I 
BER y SSB 
Bases anormales de ADN, 
pérdida de bases aisladas, 
SSB generadas daño 
oxidativo al ADN o 
inhibición de la 
topoisomerasa 
ADN glicosilasas (sensores), APE1 
endonucleasa, ADN polimerasas (#, ! y ") y 
factores asociados, flap endonucleasa FEN1, 
ligasa I o ligasa III. SSB puede precisar la 
actividad liasa de la  polimerasa #, XRCC1, 




Lesiones en las 
que actúa Componentes principales 
NER 
Lesiones que 
desestructuran la doble 
hélice 
Sensores: ARN polymerase, XPC-HR23B y 
DDB1/2, y XPA, XPE, XPF/ERCC1, XPG, CSA, CSB, 
TFIIH, ADN polimerasas incluyendo ! y factores 
asociados, PCNA, RPA, ligasa I y III 
NHEJ Roturas de doble hebra 
Sensores: Ku y DNA-PKcs junto con XRCC4, 
XLF/Cernunnos y ligase IV. También usa el 
complejo MRE11–RAD50–NBS1, Artemis 
nucleasa, polinucleotido kinasa, aprataxin and 
polymerases " and #. 
HR Recombinación homóloga 
RAD51, proteínas reacionadas con 
RAD51(XRCC2, XRCC3, RAD51B, RAD51C, 
RAD51D, DMC1), RAD52, RAD54, BRCA2, RPA, 
FEN1, ADN polimerasa y  factores asociados. 





Uniones entre las dos 
hebras 
ANCA, FANCC, FANCD1/BRCA2, FANCD2, 
FANCE, FANCF, FANCG, FANCI, FANCJ, FANCL, 
FANCM, FANCN, PALB2 y otros factores 




Roturas de doble hebra 
ATM, MRN y CHK2. Promovida por mediadores 
como MDC1, 53BP1 MCPH1/BRIT1, y por 





ADN monocatenario y 
roturas de doble hebra 
Sensores: ATR, ATRIP y RPA y el complejo 
RAD9–RAD1–HUS1 (9-1-1). RAD17 (RFC1-like) y 
CHK1. Promovida por MRN, CtIP y proteínas 
mediadoras como TOPBP1, Claspin, 
MCPH1/BRIT1 and BRCA1. 
Tabla 2: Principales mecanismos y componentes de reparación del daño al ADN. 
Reversión 
Es capaz de eliminar daño al ADN revirtiéndolo químicamente, sin 
necesidad de una hebra molde, por ejemplo, resolución de dímeros de bases 
pirimidínicas tras el daño por UV mediante la actividad photolyasa. 
Daño a una hebra única de ADN 
Cuando sólo una hebra del ADN está dañada, la otra hebra puede ser 
usada como molde par su reparación. 
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Reparación por excisión de bases (Base excision repair, BER).  
Es capaz de reparar el daño por oxidación, alkilación, hidrólisis o 
demidación de una única base. El encima ADN glicosilasa la base dañada y la ADN 
polimerasa resintetiza el núcleotido que falta y una ADN ligasa mantiene la 
continuidad de la cadena.342 
Reparación por excisión de núcleoticos (Nucleotide excision repair, NER).  
Reconoce daño al ADN que distorsiona la arquitectura de la doble hélice. 
Este mecanismo se desdobla en dos distintos según el método para reconocer la 
lesión, bien sea acoplado o no a la transcripción. En la reparación por NER, se 
forma un ADN monocatenario de 22-30 pares de bases sobre el cual actúan las 
ADN polimerasas y posteriormente la ligasa.343 
Mismatch repair (MMR)  
Corrige daño en la replicación y recombinación debido a la no 
complementariedad de bases, por lo que se produce una elminación del 
núcleotido por acción de una nucleasa y posteriormente una ADN polimerasa y 
una ligasa.344 
 
Daño a la doble hebra del ADN 
Las roturas de la hebra de ADN son las formas más citotóxicas de daño al 
ADN. De forma general, podemos considerar dos tipos de roturas: roturas de 
doble hebra (double strand breaks, DSBs) o roturas de hebra sencilla (single strand 
breaks, SSBs).  
Las roturas de doble hebra son generadas de forma natural cuando las 
horquillas de replicación se encuentran con lesiones que bloquean su avance y 
provocan su colapso como ocurre, por ejemplo con el daño por radicales libres de 
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oxígeno, y también cuando las células son expuestas a agentes que dañan el ADN 
como la radiación ionizante o agentes que promueven la generacion de radicales 
libres de oxígeno, lesiones que bloquean el avance de las horquillas de 
replicación como los agentes alquilantes o agentes que provocan crosslinks, o 
fármacos que inhiben la topoisomerasa. La incapacidad de reparar estos daño 
puede provocar muerte celular o cambios a gran escala en los cromosomas 
(deleciones, translocaciones, fusiones), lo que llevará a la inestabilidad genómica. 
Las células eucariotas reparan las DSBs por medio de dos mecanismos principales: 
Non-homologous end joining (NHEJ) y Recombinación homóloga (Homologous 
recombination, HR).345 El motivo por el cual una célula decide una vía u otra de 
reparación excede los objetivos de esta revisión, pero puede ser consultado en el 
artículo de Shrivastav et al.341 
NHEJ 
El mecanismo de reparación NHEJ puede actuar en cualquier fase del ciclo 
celular. Aunque clásicamente se han descrito como un mecanismo tendente al 
error, esto es una sobresimplificacion,346 ya que una parte hasta el 50% de las 
DSBs pueden ser reparadas por NHEJ de forma precisa, y una parte importante 
también mediante alineamiento de unos pares de bases con cierto grado de 
homología, lo que puede llevar a pequeñas inserciones y deleciones. En este 
mecanismo, las roturas de doble hebra son reconocidas por la proteina Ku, que se 
une y activa las proteína-kinasas DNA-PKcs, que reclutan polimerasas, ADN ligasa 




La recombinación homóloga se considera más precisa ya que se usan 
secuencias homólogas en otro lugar del genoma (cromátida hermana, regiones 
homólogas en el mismo u otro cromosoma) como molde para la reparación, por 
lo que sólo puede actuar en fase de síntesis y G2. De esta forma, si la “plantilla” es 
perfectamente homóloga, la reparación puede ser totalmente precisa. Con la 
excepción del uso de una cromátida hermana, la HR puede desencadenar en una 
pérdida de heterocigosidad o disomía uniparental.  
En estos procesos, existen múltiples proteínas y complejos proteicos 
implicados, con varias vías posibles, aunque como normal la recombinación 
homóloga se inicia con la generación de un ADN monocatenario. La formación de 
este ADN monocatenario está iniciada por la actividad del complejo MRN. El 
complejo MRN es un grupo de proteínas con actividad quinasa que es 
fundamental en la fase precoz del daño al ADN. Estas funciones incluyen además 
de la reparación de roturas de doble hebra del ADN, el mantenimiento de los 
telómeros y, durante la replicación, resolución de horquillas y estructuras 
estancadas.347, 348 En el modelo actual de resolución de DSBs, MRN, posiblemente, 
en asociación con otros complejos como SOSS, es reclutado hacia los sitios de 
daño al ADN. A través de MRE11, se une a los extremos libres de la hebra de ADN 
y, mediante enlaces de Zn2+ e interacciones Rad50-Rad50 forma puentes entre los 
fragmentos del cromosoma. A través de MBS1, se recluta la ATM en su forma 
inactiva. Mientras tanto, en los extremos del ADN, los complejos MRN, junto con 
Sae2/CtIP, procesan los extremos (desenrollamiento, resección de fragmentos, 
resección de horquillas,…), para formar un producto intermedio con pequeños 
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fragmentos de ADN monocatenario, sobre el que actuarán otras proteínas como 
helicasas, DNAsas, o RPA. 
ATM y ATR son dos proteínas clave en la señalización de las roturas de 
doble hebra que son reclutadas y activadas en los focos de rotura. En esa 
situación, actuan sobre unas 700 proteínas distintas, principalmente implicadas en 
reparación del daño al ADN y muy interconectadas entre sí,349 como el complejo 
MRN,350 NBN (Nibrin),351 H2AX,352 MDC1 (mediator of DNA damage checkpoint 1),353 
BRCA1,354 SMC1 (structural maintenance of chromosome 1),355 p53,356 RPA (replication 
protein A),357 FANCD2 (Fanconi anemia complementation group D2 isoform),358, 359 y 
otras. Además del efecto directo sobre otras proteínas, las señales inducidas por 
ATM y ATR promueven la expresión y activación de otras proteínas implicadas en 
la reparación del ADN modulando cambios como fosforilación, acetilación, 
ubiquitilación o SUMOilación. 
Dos de las proteínas activadas por ATM y ATR mejor estudiadas son CHK1 y 
CHK2 (checkpoint kinase 1 y 2).356, 360 CHK1 y CHK2, junto con ATM y ATR ejercen un 
efecto de parada del ciclo celular al actuar sobre distintas ciclinas dependientes 
de kinasas (CDKs) por vías dependientes de p53 y por vías independientes de p53. 
La fosforilación de CHK1 se ha documentado in vitro en líneas celulares de 
leucemia aguda mieloblástica en respuesta a tratamientos que inducen daño al 
ADN.361 
La forma activa de ATM fosforila a la histona 2AX (!H2AX) en respuesta a 
roturas de doble hebra modificando la estructura de la cromatína.  !H2AX es una 
proteína fundamental en la señalización precoz de este tipo de roturas y se puede 
observar a lo largo de regiones que ocupan megabases en torno a los focos de 
rotura. !H2AX colocaliza con otras proteínas implicadas en la reparación del ADN 
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como MDC1, ATM, p53BP1, BRCA1 y el complejo MRN. La función de !H2AX parece 
ser el fomentar la acumulación de estas proteínas, más que reclutarlas, en el foco 
de la rotura. 
Si los eventos anteriores producen una reparación exitosa, la célular podrá 
mantener sus funciones normales y sobrevivir, en cambio, si el daño no puede ser 
reparado y ocurre de forma crónica, la célula puede entrar en senescencia o 
apoptosis, lo que puede tener implicaciones terapéuticas, por ejemplo, el uso de 
inhibidores de PARP1 en células deficientes en BRCA1 y BRCA2.362-364 
Breast cancer 1, BRCA1, es una proteína implicada en el reconocimiento y 
reparación mediante recombinación homóloga de las roturas de doble hebra de 
DNA. La proteína BRCA1 tiene un importante papel en el mantenimiento de la 
estabilidad genómica, actuando de esa forma como un supresor tumoral. BRCA1 
se combina con otras proteínas con función oncosupresora, sensores de daño al 
ADN y transductores de señales para formar un gran complejo protéico conocido 
como el BRCA1-associated genome surveillance complex (BASC).365 Otras asociaciones 
descritas son con MRE-11, RAD50 y p95, actuando también en la respuesta al daño 
al ADN.366 
BRCA1 se asocia también con la ARN polimerasa II y con complejos de 
histona deactilasas. De esa forma, además de sus efectos en la reparación del 
daño al ADN y resolución de la recombinación genómica, tiene un papel en la 
transcripción. 
Breast cancer 2, BRCA2, es una proteína del complejo de Anemia de Fanconi, 
FANCD1,367 que está implicada en la reparación del daño de doble hebra del ADN. 
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Daño al ADN en leucemias agudas mieloblásticas 
Boherer et al demostraron en una serie de pacientes diagnosticados de 
LAM y SMDs que existía un grado de variabilidad interindividual al estudiar la 
activación de proteínas implicadas en el daño al ADN como pCKH1, pCHK2, pATM 
y !H2AX.368 Aunque es cierto, que cuantitativamente era mayor en los grupos de 
pacientes con SMD de alto riesgo y LAM que en los SMD de bajo riesgo. Esto 
indica que, al igual que en los tumores sólidos, la vía ATM/CHK1/CKH2 está 
activada con la transformación neoplásica y posteriormente a esta. 
Otra línea de evidencia del daño al ADN en las leucemias agudas 
mieloblásticas es la presencia de alteraciones en el número de copias usando 
arrays de hibridación genómica comparada (CGH array). En el trabajo de Suela et 
al, se encuentran alteraciones genómicas por CGH array en un 74% de los 
pacientes diagnosticados de LAM, afectando a todos los grupos citogenéticos 
clásicos, con una mediana de 2 alteraciones por caso (rango 0-35).369 Estas 






Mecanismos generales de resistencia a 
drogas 
El objetivo de todo tratamiento contra el cáncer es la erradicación de las 
células tumorales mientras se preserva o se inflige el mínimo daño a los tejidos 
normales. Esto se consigue de varias formas, bien inhibiendo directa o 
indirectamente las señales necesarias para la proliferación y viabilidad de las 
células tumorales o bien estimulando una respuesta inmune. La resistencia a 
drogas continua siendo uno de los mayores problemas en el tratamiento de las 
neoplasias, ya que al final, la mayoría de los pacientes morirán por progresión de 
su enfermedad, al ser ésta refractaria a los tratamientos administrados. 
Los mecanismos que pueden explicar la refractariedad de las 
enfermedades neoplásicas a los tratamientos son varios. En primer lugar, la célula 
tumoral puede ser intrínsecamente resistente debido a alguna de sus 
características genéticas. En segundo lugar, las células tumorales pueden adquirir 
mecanismos de resistencia tras la exposición a una droga. Los mecanismos de 
resistencia en las células tumorales irónicamente, en ocasiones derivan de los 
mecanismos presentes en las células normales para resistir el estrés citotóxico, 
Entre ellos nos encontramos mecanismos que alteran el transporte del fármaco a 
través de la membrana plasmática, reparación de ADN, alteraciones en moléculas 




Alteraciones en el transporte transmembrana 
Son, probablemente, el conjunto más frecuente de mecanismos de 
resistencia observado en tumores. En 1976, se describió una glicoproteína (P-gp) 
que se asociaba con disminución de permeabilidad a fármacos en células de 
ovario de hamster chino. 370 Posteriormente, se demostró que dicha proteína 
existía en células normales y que confería resistencia multidroga a células 
humanas.371 Se demostró que la P-gp era una bomba de eflujo dependiente de 
energía.372 La expresión de P-gp se ha asociado clásicamente a mal pronóstico en 
los pacientes con LAM.373 Estos descubrimientos hicieron suponer que P-gp sería 
el mayor causante de resistencia multidroga y que su inhibición llevaría a una 
nueva clase de tratamientos antineoplásicos eficaces. Actualmente sabemos que 
P-gp es uno de los 48 ATP-Binding Cassette transponters (ABC transporters).374 Los ABC 
transporters facilitan el transporte de varios substratos a través de membranas 
intra y extracelulares. Todos los ABC transporters son capaces de transportar 
fármacos citotóxicos de la misma manera que la P-gp. La relevancia clínica de este 
hecho se basa en dos hechos, el primero se trata de que que los estudios in vitro 
prueban que las células que expresan estos transportadores efluyen los 
citotóxicos y les confiere resistencia a drogas en cultivos; el segundo hecho es 
que los pacientes que presentan expresión de ABC transporters en sus blastos 
tienen pronóstico desfavorable.  
La P-gp (ABCB1, MDR1) confiere resistencia in vitro a fármacos usados en el 
tratamiento de las leucemias como antraciclinas, alcaloides de la vinca, 
mitoxantrone, metotrexate y otros.375 Múltiples estudios han confirmado que P-
gp es un marcador de mal pronóstico en LAM del adulto,376-382 sin embargo, este 
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hecho ha de ser matizado ya que el impacto de la expresión de P-gp es más 
acusado en individuos mayores de edad.377, 378, 383 Este mal pronóstico puede ser 
debido a que la expresión de P-gp es más alta en individuos mayores, o bien a la 
mayor intensidad de dosis de los protocolos de pacientes pediátricos.384  
La Breast Cancer Resistance Protein (ABCG2) fue descubierta en una línea 
de cancer de mama.385 Sus niveles altos in vivo y su función se correlacionan 
refractariedad al tratamiento de inducción y menor supervivencia global. 380, 386-388 
ABCC1, MRP1 o Multidrug resistance associated protein tiene un papel 
controvertido en el pronóstico en LAM, ya que no existen resultados 
concluyentes en la literatura, si bien los trabajos son metodologicamente 
cuestionables,389-393 sin embargo, sí parece claro su factor pronóstico adverso en 
los pacientes tratados con Gentuzumab ozogamicin.394, 395 
 
Lesiones genéticas  
Los defectos en la maquinaria apoptótica pueden constituir un modelo 
alternativo de resistencia a drogas como se ha explicado anteriormente, además 
de ello, otras vías de transducción de señales como Raf/MEK/Erk,149, 153, 160 
PI3K/PTEN/Akt,149, 160 o JAK/STAT,149 pueden provocar resistencia a drogas. 
 
Reparación de ADN  
Otra de las formas en las que las células se pueden volver resistentes es 
mediante la acción de proteínas de reparación de ADN, si bien este campo no está 
explorado en las LAM.396 
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Metabolismo de los fármacos 
No ahondaremos en este tema, aunque existen evidencias de que los 
polimorfismos en enzimas implicados en la metabolización de tóxicos pueden 
provocan cambios en la respuesta al tratamiento de las LAM, o incluso en su 




Tratamiento de las leucemias agudas 
mieloblásticas 
La combinación de citarabina en infusión contínua durante 7 días y una 
antraciclina (Daunorrubicina o Idarrubicina) durante 3 días (Régimen 3+7) 
permanece como el patrón estándar de tratamiento de la LAM desde hace más de 
30 años. Desafortunadamente, en todo este tiempo, y a pesar de modestos 
incrementos en la supervivencia, gracias a una mejoría del tratamiento de 
soporte, no ha habido aportaciones sustanciales en sentido de descubrimiento de 
nuevos fármacos activos en las LAM.1, 7, 9 
El tratamiento de las LAM consta de dos fases. La primera o inducción a la 
remisión intenta conseguir una remisión completa, con menos de un 5% de 
células inmaduras en médula ósea, sin evidencia clínica ni morfológica de la 
enfermedad y con recuperación hematopoyética, definida como recuento de 
neutrófilos mayor de 1000/uL y recuento de plaquetas mayor de 100000/uL.6 La 
obtención de una remisión completa es condición sine qua non para la curación 
de la enfermedad.5  
La segunda fase, o de consolidación intenta aumentar la duración de la 
remisión completa. La capacidad de mantener ésta aumenta con el tiempo.399 
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Tratamiento en pacientes jóvenes 
La combinación de las antraciclinas daunorubicina (45mg/m2 o 60mg/m2) o 
idarubicina (12mg/m2) en bolo durante tres días  con citarabina a dosis estándar 
(100-200mg/m2) dutante 7 días en infusión contínua, permite una tasa de 
remisión completa entre de 65-75% en pacientes entre 18 y 60 años de edad.1, 7, 9  
El mecanismo de acción de las antraciclinas es la inhibición de la 
topoisomerasa y la inducción de apoptosis por daño al ADN y a p53,400, 401 La 
citarabina, tras ser fosforilada por la deoxicitidina kinasa actúa como un 
antimetabolito que mata de forma ciclo especifica impidiendo la progresión en la 
fase S, fundamentalmente por la inhibición de la ADN polimerasa, pero también 
se incorpora en el ADN y ARN pudiendo desencadenar señales de daño al ADN, 
ademas de activar caspasas, degradar BCL-2, liberar radicales libres de oxigeno y 
desfosforilar la unidad p65 de NF-kappaB.402, 403 
Los intentos por aumentar la tasa de remisiones completas mediante el 
uso de mitoxantrone,404 altas dosis de citarabina,18, 405 moduladores de MDR-1,406-
408 un tercer agente citotóxico,409-411 o factores de crecimiento, han fracasado, 
aunque podrían mejorar la tasa de remisiones en ciertos subgrupos de pacientes. 
El mayor problema del aumento de dosis es el incremento de toxicidad y 
mortalidad relacionada con el tratamiento, particularmente en los subgrupos de 
buen pronóstico como t(8;21), inv(16), LAM-CN con NPM1mut y FLT3-WT) o con 
mutaciones de CEBPA.1 Otro problema es qué hacer con los pacientes con 
cariotipos de mal pronóstico, donde la tasa de remisión completa no suele 
superar el 50%,24, 53, 73, 412 siendo por lo tanto, candiatos a nuevas terapias dentro 
del marco de ensayos clínicos bien diseñados dado su mal pronóstico. 
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Tras la obtención de una remisión completa, los pacientes toleran mejor el 
tratamiento, por lo que pueden recibir dosis de quimioterapia más altas. La 
citarabina a dosis altas es  la base del tratamiento postremisión en leucemias con 
alteraciones del CBF, con superviencias globales en torno al 60-75%.75, 413. En los 
pacientes de riesgo intermedio, el trasplante alogénico o autólogo parece ofrecer 
una supervivencia similar a los tratamientos de consolicación,19, 20, 25, 414 si bien hay 
un trabajo que muestra ventaja en supervivencia en el grupo de trasplante 
alogénico.415 En cambio, en los pacientes de alto riesgo, los resultados de la 
consolidación con quimioterapia o trasplante autólogo son muy malos, con 
menos de 10% de largos supervivientes.75, 414 Estos malos resultados en pacientes 
de alto riesgo han inclinado la balanza a favor del alotrasplante en primera 
remisión completa.414, 416-418 Sin embargo, se requiere más ensayos prospectivos 
para definir el papel definitivo de los tratamientos de consolidación en LAM. 
 
Tratamiento en pacientes mayores 
Los pacientes mayores presentan unas características especiales dentro de 
las Leucemias Agudas Mieloblásticas, tanto por parte de la enfermedad en sí, 
(hemopatía previa, aumento de resistencia a drogas,...) como por las características 
del paciente, lo que limita los tratamientos disponibles.3, 419, 420 Esto hace que los 
tratamientos de inducción en pacientes mayores tengan peores resultados y más 
toxicidad que en los pacientes más jóvenes.421 Las opciones terapéuticas que se 
pueden contemplar en los pacientes mayores son:  quimioterapia convencional, 
quimioterapia a dosis bajas, agentes no mielosupresivos, tratamiento de soporte 





Características de las LAM del anciano 
Mayor incidencia de LAM secundaria 
Peor estado general 
Citopenias más frecuentes al diagnóstico 
Menor porcentaje de blastosis medular 
Mayor expresión de proteínas MDR 
Mayor frecuencia de cariotipos de pronóstico adverso 
Mayor morbimortalidad asociada con el tratamiento 
Tabla 3: Características de las Leucemias agudas del anciano. Adaptado de Craig et 
al.3 
Nuevos fármacos en LAM 
Si bien el tratamiento estandar de los pacientes jóvenes de riesgo bajo o 
intermedio está bien establecido; el tratamiento de los pacientes jóvenes con 
cariotipos de mal pronóstico y de la mayoría de pacientes mayores no debería 
limitarse necesariamente al el 3+7 si no que otras aproximaciones deberían de ser 
consideradas. Entre los nuevos fármacos con potencial terapéutico en la LAM nos 
encontramos: 
Anticuerpos monoclonales 
Gentuzumab ozogamicin: Se trata de un anticuerpo monoclonal murino 
anti-CD33 humanizado unido a calicheamicina, con indicaciones aprovadas en 
LAM refractaria en pacientes mayores de 60 años, donde tiene una tasa de 
respuesta del 30% en monoterapia.422 Presenta efecto sinérgico con agentes 
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quimioterápicos como antraciclinas y citarabina,423 lo que mejora potencialmente 
sus resultados, aunque no existe todavía ningún ensayo randomizado que haya 
confirmado esta hipótesis.424 Los pacientes tratados con Gentuzumab ozogamicin 
(GO) presentan mayor riesgo de síndrome de obstrucción sinusoidal, 
principalmente a dosis altas de GO.423 
Su valor en primera línea o en el tratamiento de acondicionamiento en 
pacientes refractarios está siendo probado en varios ensayos clínicos 
prospectivos, aunque ya existen ensayos fases I/II que muestran un perfil de 
seguridad aceptable con bajas o nulas tasas de síndrome de obstrucción 
sinusoidal y una alta tasa de remisiones completas.425-427 
Análogos de purinas 
Los análogos de purinas son antimetabolitos que simulan la estructura de 
purinas inhibiendo la síntesis de ADN. Los dos más usados en LAM son la 
Fludarabina y la Clofarabina. Fludarabina ha sido usada en regimenes de rescate 
(FLAG y variantes principalmente)428-430. Fludarabina presenta sinergia con Ara-C y 
G-CSF.431 
La clofarabina, es un análogo de purinas con unas características 
especiales, entre ellas, la presencia de un grupo alquilante, por lo que, además de 
la inhibición de síntesis, produce daño directo al ADN.432 Además, produce 
acumulación de Ara-CTP, metabolito activo de citarabina.433 La actividad de 
clofarabina ha sido estudiada tanto sola como en combinación, principalmente 
en pacientes mayores, con tasas de remisión completa en torno al 60% en 
tratamiento de primera línea y con resultados esperanzadores en pacientes 
refractarios.434-436 
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Inhibidores de Kinasas 
Como hemos visto anteriormente, entre un 15 y un 35% de los pacientes 
con LAM serán portadores de una FLT3-LM, con mayor frecuencia en pacientes 
mayores.437 Los inhibidores de tirosin kinasas compiten con el ATP, por lo que, 
aunque la proteína está presente, no será capaz de fosforilar sustratos.437 Los 
inhibidores de FLT3 han mostrado eficacia en monoterapia, pero la pérdida de 
respuesta (resistencia secundaria) o la no respuesta (resistencia primaria) de 
muchos pacientes con FLT3-LM, puede comprometer su uso.7, 438 Esa pérdida de 
respuesta es atribuída en principio a sobreexpresión de FLT3 y compensación de 
su pérdida de función por otras vías, aunque también puede ser producida por 
otras mutaciones adicionales a FLT3-LM o distintas mutaciones del dominio 
tirosin kinasa.439-443 Al igual que con GO, los inhibidores de kinasas no parecen 
fármacos idóneos para la monoterapia y probablemente serán más efectivos 
cuando se combinen con quimioterápicos clásicos o con inhibidores de vías de 
señalización intracelular.444, 445  
Los inhibidores de FLT3 en fases más avanzadas de desarrollo clínico son: 
Lestaurtinib (CEP701): Produce inhibición de la fosforilación de FLT3 de 
forma dosis dependiente. No presenta inhibición significativa de PDGFR, FMS o 
KIT.446  
Midostaurina (PKC412) Presenta efecto sinérgico con fármacos clásicos en 
líneas celulares con FLT3-LM, pero es antagónico con los mismos fármacos en 
líneas FLT3-WT,  probablemente debido a sus efectos diferenciales sobre ciclo 
celular: provoca parada en G0-G1 en las primeras y en G2-M en las segundas.447 
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Sorafenib: Es un inhibidor multikinasa, Raf, VEGFR, PDGFR, KIT y FLT3.448, 449 
Actualmente aprobado para el tratamiento de Hepatocarcinoma y carcinoma 
renal de células claras, pero tiene un potente efecto antileucémico.450 
Sunitinib: Es un inhibidor multikinasa que afecta a VEGFR, PDGFR, GSF-1, 
KIT y FLT3.451 Se ha demostrado que presenta sinergia in vitro con inhibidores de 
mTOR.444 
Tandutinib: Inhibe receptores tirosin kinasa de clase III452, y presenta un 
perfil farmacocinético que facilita su administración oral.453 
AC220: Es un nuevo inhibidor de tirosina kinasa que presenta actividad en 
el rango nanomolar bajo, con una vida media larga en suero y con actividad en 
modelos animales y con una actividad prometedora en ensayos clínicos precoces. 
Fármaco 




t1/2, suero (h) 
Lestaurtinib 10 2 8 
Midostaurina 30 3 >24 
Sorafenib 28 3 >24 
Sunitinib 2 1 >24 
AC220 5 1 >24 
Tandutinib 220 10-30 <24 
 
Tabla 4: Características de los distintos inhibidores multikinasa en desarrollo para 
Leucemias Agudas Mieloblásticas. Adaptado de Pratz et al.439 
 
Otros inhibidores de quinasas como dasatinib e imatinib han sido poco 




Los agentes hipometilantes azacitidina o decitabina pueden modificar la 
historia natural de los síndromes mielodisplásicos.454 Dado el solapamiento entre 
los SMD y las LAM, esto podría ser cierto también en éstas, y esa confirmación 
llegó indirectamente, al analizar los resultados de los ensayos 8421, 8921, y 9221 
del Cancer and Leukemia Group B, y observar que lolos pacientes reclasificados como 
LAM tenían un aumento de supervivencia con Azacitidina frente a abstención.455  
El mecanismo de acción se basa en la inhibición de la ADN metiltransferasa. 
La decitabina solamente se incorpora al ADN, con mayor actividad in vitro, aunque 
no se ha realizado comparación in vivo.445 
Los inhibidores de histona deacetilasas pueden evitar la condensación 
cromatínica y permitir una expresión génica normal.456-458 Los agentes usados en 
los primeros trabajos son fenilbutirato, ácido valproico y vorinostat. Los 
resultados con estos agentes no han sido los esperados,456, 459 por lo que 
rápidamente se ha pasado a ensayos de combinación de un agente 
hipometilante y un inhibidor de histona deacetilasa,199 o con antraciclinas.460, 461 
Además nuevos inhibidores de histona deacetilasa están en desarrollo, tanto in 
vitro como in vivo.462, 463 
 
Inhibidores de moléculas de adhesión 
El chemokine stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) y su receptor, CXCR4 son 
parte de los mecanismos por los que el blastos se mantienen en el 
micromedioambiente medular y son importantes en su liberación a sangre 
periferica, por lo que los inhibidores de CXCR4 podrían movilizar los blastos del 
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nicho medular y favorecer el efecto de los fármacos tanto quimioterápicos 
clásicos como nuevas terapias.464-468 
iMIDs 
La eficacia de talidomida en pacientes con LAM ha sido modesta.469-471 La 
Lenalidomida ha demostrado eficacia en pacientes con LAM,472, 473 aunque de 
momento se trata de casos aislados, sin ningún ensayo clínico que sostenga su 
uso. 
Inhibidores de apoptosis 
Oblimersen es un oligonucleótido antisentido diseñado para unirse a los 
seis primeros codones del BCL2 human,273 Los ensayos clínicos fase I/II indican 
actividad en combinación con quimioterapia clásica o con GO.474-476, 
encontrándonos en este momento en espera de resultados de ensayos fase III. 
Los inhibidores de XIAP se encuentran en fases tempranas del desarrollo, 
existen dos grupos principales, los oligonucleótidos antisentido y las pequeñas 
moléculas.301, 477 
La inhibición de TRAIL por anticuerpos monoclonales no afecta a la 
hematopoyesis normal, aunque puede suprimir el crecimiento de las células 
iniciadoras de leucemia en un modelo de trasplante,478 y no parece verse afectado 

















Hipótesis y Objetivos 
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A pesar de los avances en el conocimiento de la patogenia de las leucemias 
agudas mieloblásticas, su tratamiento especifico no ha sido modificado 
substancialmente en las últimas décadas y una parte importante de los enfermos 
presentan resistencia terapéutica primario o falleciendo de su enfermedad. Para 
estos pacientes, la búsqueda de nuevos fámacos, con mecanismos de acción 
diferentes de los agentes convencionalmente usados en las leucemias agudas 
mieloblásticas, es una necesidad imperiosa. En esta situación, nuestra hipótesis es 
que disponder de modelos preclínicos, utilizando líneas celulares de leucemias 
agudas mieloblásticas y muestras exvivo de pacientes, podría contribuir a la 
investigación sobre la eficacia y mecanismo de acción de nuevos fármacos. Más 
aún, pensamos que un apartado de particular importancia sería el estudio de 
posibles sinergímos farmacológicos que pudieran contribuir a descubrir 
combinaciones de alto potencial antileucémico y que eventualmente se traujeran 
en la translación a los pacientes a través de los oportunos ensayos clínicos.  
Basándonos en esta hipótesis, nos planteamos los siguientes objetivos: 
 
1. Establecer la eficacia antileucémica de fármacos clásicos como Arac-
C, Fludarabina y Doxorubicina, con el fin de disponer de un patrón de referencia 
para la ulterior comparación con nuevos fármacos en fase 
preclínica/experimental. La eficacia se definirá en líneas celulares y células de 
pacientes. 
2. Investigar la eficacia y mecanismo de acción de tres fármacos en 
fase preclínica: 
 2a. El inhibidor del proteasoma Bortezomib (PS-341) 
 2b. El inhibidor Pan-acetilasa: Panobinostat (LBH589) 
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 2c. Zalypsis, un nuevo fármaco de origen marino. 
Para realizar el Segundo objetivo, en cada fármaco se estudiará 
1a. El efecto antitumoral y el perfil de toxicidad. 
1b. El posible sinergismo de las combinaciones de estos agentes con 
agentes clásicos. 
1c. El efecto sobre el ciclo celular y apoptosis. 











Material y Métodos 
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1- Líneas celulares 
Se utilizaron las siguientes líneas celulares de LAM: HEL, KG-1, HL-60 y MV4-
11 (Dr. H.G. Dexler, DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH). Todas ellas fueron cultivadas en atmósfera húmeda en 
presencia de 5% de CO2 y 95% de aire a 37ºC, en medio RPMI-1640 con 2 mM de L-
glutamina, suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) y antibióticos 
(penicilina a 100 U/ml y estreptomicina 100 !g/ml) (Invitrogen Corporation 
(Gaithersburg, Md.), en placas de 9 cm de diámetro. Las características de cada 
línea celular se resumen en la Tabla 5. 
Línea 
celular 






CD3-, CD13+, CD14-, 










CD3 -, CD13 +, CD14 -, 
CD15 +, CD19 -, CD33+, 
CD34+, CD41 +, CD235a + 
Hipotriploide. 






CD3 -, CD4 +, CD5 -, CD8 -, 
CD10 -, CD13 +, CD14 -, 
CD15 +, CD19 -, CD21 -, 
CD25 -, CD33 +, CD34 - 
48 (46-48) 







CD3 -, CD4-, CD13 +, CD14 -, 
CD15 +, CD19 -, CD33 +, 






que afecta a 
FGFR1 
Tabla 5: Características de las líneas celulares de Leucemia Aguda Mieloide usadas 




2- Células procedentes de pacientes 
Se aisló la fracción mononucleada procedente de aspirados de médula 
ósea (MO) de 40 pacientes diagnosticados de LAM al diagnóstico o en recaída. Las 
células se cultivaron en frascos de 75 cm2 en las mismas condiciones que las 
líneas celulares, excepto en la cantidad de FBS, que fue del 20%. Las características 
de los pacientes de los que se obtuvieron muestras de médula ósea para los 
estudios de toxicidad ex vivo se especifican en los capítulos correspondientes. 
  
3- Medida de la viabilidad y 
proliferación celular 
3.1. MTT 
El ensayo de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheniltetrazolium 
bromide) es un método colorimétrico que mide cuantitativamente la actividad 
metabólica de las células viables.480 Las células metabólicamente activas reducen 
en la mitocondria la sal de tetrazolium (MTT), de color amarillo e hidrofílica, a un 
compuesto hidrofóbico (formazán), de color azul oscuro. Tras la captación del 
MTT, las células se rompen y se solubiliza el formazán con Isopropanol:HCl. La 
absorbancia de cada muestra es directamente proporcional al número de células 
viables, por lo que se puede calcular la inhibición de crecimiento provocada por 
los fármacos. Concentración inhibitoria mínima 50 (IC50) es aquella concentración 
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de fármaco que provoca una disminución del 50% de reducción del MTT con 
respecto al control.  
 
Reactivos 
! MTT; Sigma, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheniltetrazolium 
bromide, 5mg/ml disuelto en PBS. 
! Isopropanol-Ácido clorhídrico (Isopropanol:HCl), 480 mL Isopropanol 
+ 20mL HCl 1N. 
Procedimiento 
1. Sembrar 30.000 células (100 !l/pocillo) en placas de 96 pocillos. 
2. Después del tratamiento con cada fármaco a diferentes 
concentraciones y tiempos, añadir 10 !l de MTT a cada pocillo e incubar durante 2 
horas a 37ºC. 
3. Añadir 100 !l de Isopropanol:HCl, mezclando hasta resuspender el 
botón celular. 
 
La absorbancia se midió en un lector de placas (TECAN Infinite F500), a una 
longitud de onda: "=570 nm, utilizando una " de referencia de 630 nm. Se 
analizaron 3 experimentos independientes realizados por cuadriplicado, los datos 
se presentan como la media ± desviación estándar de cuadruplicados. La IC50 se 
calculó con el programa Microsoft Office Excel. 
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4- Estudio de apoptosis por Citometría 
de Flujo Multiparamétrica 
4.1. Anexina V-Ioduro de Propidio. Estudio en líneas celulares. 
Durante la apoptosis ocurren cambios tempranos en la superficie celular, 
que llevan al reconocimiento y fagocitosis de las células apoptóticas. Los cambios 
en la superficie celular como la pérdida de residuos de ácido siálico y la pérdida 
de la asimetría en los fosfolípidos de la membrana,  principalmente, la 
externalización de la fosfatidilserina (PS), que altera la carga e hidrofobia de la 
misma. En una célula normal, estos residuos están en la cara interna de la 
membrana y son inaccesibles para la anexina V. En la fase inicial de la apoptosis 
los residuos de PS quedan expuestos en la cara externa de la membrana, con 
acciones procoagulantes y proinflamatorias, manteniéndose la integridad de la 
membrana celular.266 La anexina V es una proteína de unión a fosfolípidos 
cargados negativamente, dependiente de Ca++, que se une con gran afinidad a los 
residuos de fosfatidilserina de la membrana celular,332 por lo que permite medir la 
pérdida de polaridad de la membrana celular, y, por tanto, ser usada como 
marcador de apoptosis incluso antes de que la integridad de la membrana celular 
se haya perdido e incluso antes de la aparición de cambios morfológicos 
asociados con la apoptosis.267, 268, 481 
Cuando la célula se encuentra en una fase más avanzada de apoptosis, la 
membrana celular se permeabiliza, y el IP es capaz de marcar el ADN del núcleo. 
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Este marcaje adicional nos permite diferenciar las células en apoptosis tardía y las 
células necróticas (Figura 12).482 
 
Figura 12:  Las células HL60 fueron tratadas con Citarabina a las dosis indicadas 
durante 24horas y posteriormente se realizó marcaje con anexina V  (AV) y ioduro de 
propicio (PI).  
 
Reactivos: 
Para el marcaje utilizamos el siguiente “kit”: human Annexin V-FITC (Bender 
MedSystemsTM), que contiene Anexina, IP (20µg/ml) y tampón de unión 
(Hepes/NaOH, 10 mM, pH 7,4, NaCl, 140 mM, CaCl2 2,5 mM). 
Procedimiento: 
Para la detección de apoptosis se marcaron 1 x 106 células, control y 
tratadas con cada fármaco a diferentes tiempos y dosis.  
1. Recoger y centrifugar a 300 g durante 3 minutos. 
2. Lavar con D-PBS que contiene: CaCl 2, MgCl2 (Gibco) y diluir en 200 !l 
de tampón de unión. 
3. Añadir 10!l de Anexina y 10 !l de IP e incubar durante 15 minutos a 
temperatura ambiente y en oscuridad 
 
Se adquirieron un total de 50.000 células en un citómetro de flujo 
FACSCalibur utilizando el programa CellQuestTM (BD Biosciences). Para el análisis 
fenotípico se utilizó el programa Paint A Gate-PROTM (BD Biosciences) y el 
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programa InfinicytTM (Cytognos, Salamanca, España). Las células blásticas se 
identificaron basándonos en las características típicas de dispersión de luz-
tamaño celular (FSC, “forward scatter”) y complejidad interna (SSC, “side scatter”) al 
tratarse de una población pura. 
4. 2. Estudios exvivo.  
4. 2. 1. Separación de capa mononuclear con Ficoll-Hypaque 
La separación por Ficoll-Hypaque se basa en una centrifugación con 
gradiente de densidad para separar las distintas células de la médula ósea o 
sangre periférica. 
Reactivos: 
! Ficoll-PaqueTM Plus. (Ameresham Biosciences) 
! RPMI-1640. 
! RPMI-1640 con L-glutamina 2 mM, 20% de suero bovino fetal y 100 




1. Colocar cuidadosamente 4mL de sangre periférica (o 2mL de médula 
ósea) sobre 8mL de Ficoll-PaqueTM Plus (dilución 1:2 o 1:4 respectivamente) 
2. Centrifugar 35minutos a 1800 r.p.m. 
3. El sobrenadante tras la centrifugación, contendrá plasma y 
plaquetas, mientras que el pellet contendrá los granulocitos y hematíes que han 
pasado la capa de Ficoll. Conservar la capa de células que se ha depositado sobre 





4. 2. 2. Lisis de Hematíes con Cloruro Amónico 
Reactivos: 
! Tampón de lisis que contiene: EDTA, KHCO3 y NH4Cl. 
! RPMI-1640. 
! RPMI-1640 con L-glutamina 2 mM, 20% de suero bovino fetal y 100 
U/ml de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina. (Invitrogen Corporation 
(Gaithersburg, Md.). 
Procedimiento: 
1. Mezclar 2 ml de la muestra de MO con 7 ml de tampón de lisis y 
mantener a 4ºC durante 15 minutos. 
2. Centrifugar a 300 g, durante 10 minutos a 4ºC. 
3. Lavar dos veces con RPMI-1640. 
4. Cultivar en RPMI-1640 al 20% de SBF. 
5. Plaquear 1.000.000 células en dos ml de medio en placas de 6 
pocillos. 
6. Añadir cada fármaco e incubar durante 18-48 horas, dependiendo 
del fármaco a estudio. 
7. Recoger las células y lavar con 1 ml de PBS. 
 
4. 2. 3. Identificación de las poblaciones de interés 
Para diferenciar las células blásticas de otros tipos celulares, realizamos un 
marcaje multiparamétrico basado en la combinación de Anexina V-FITC y 
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anticuerpos monoclonales (CD33, CD34 y CD45). El uso de los tres primeros 
permite la identificación de los blastos mieloides, incluso diferenciando las 
poblaciones más maduras (CD33-/+; CD34-; CD45dim) de las más inmaduras 
(CD34+, CD45dim); CD45, junto con las características de FSC/SSC, contribuye a la 
identificación de otras poblaciones hematopoyéticas, en la misma muestra 
incluyendo linfocitos (CD45++, SSClow) y monocitos (CD45+, CD33++).  
Esta técnica permite, mediante paneles adecuados, (ver apartado “paneles”), 
la identificación de cada población celular presente en la muestra y el estudio 
independiente de apoptosis sobre cada una de ellas, incluyendo a las células 
precursoras CD34+ de muestras de enfermos con Leucemias Mieloblásticas o en 
donantes sanos, incluso definiendo  subpoblaciones dentro de las células 
inmaduras (no comprometidas a línea, comprometidas a línea mieloide y a línea 











Anexina V-FITC (Bender MedSystems). 
Anti-HLA-DR-PE (BD Biosciences). 
Anti-CD64-PE (Dako). 
Anti-CD45-PerCP/Cy5 (BD Biosciences). 
Anti-CD19-PerCP/Cy5 (BD Biosciences). 
Anti-CD34-APC (BD Biosciences). 
Anti-CD45-AmCyan (BD Biosciences). 
Anti-CD38-AlexaFluor 700 (BD Biosciences). 
Paneles:  
AnexinaV-FITC/CD33-PE/CD45-PerCP-Cy5/CD34-APC;  
AnexinaV-FITC /HLA-DR-PE/CD45-PerCP-Cy5/CD34-APC;  
AnexinaV-FITC/CD64-PE/CD19-PerCP-Cy5/CD34-APC/CD45-AmCyan/CD38-
Allexa Fluor 700; 
Procedimiento: 
1. Recoger las células de las placas 
2. Lavar con PBS Ca2+ Mg2+. 
3. Preparar Binding buffer. 
4. Añadir 10 !l de anticuerpo  conjugado con PE, 8 !l de anticuerpo 
conjugado con PerCP/Cy5, 5 !l de anticuerpo conjugado con APC, AmCyan 
o Allexa Fluor700, y 5 µl  de Anexina V-FITC. 
5. Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. 
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6. Lavar con PBS Ca2+ Mg2+. 
7. Adquirir en citómetro. 
5- Potencial de membrana mitocondrial 
La disfunción mitocondrial dentro del proceso apoptótico está 
frecuentemente asociada con la pérdida de potencial de la membrana 
mitocondrial (PMM), que ocurre durante las primeras fases de la apoptosis.488, 489 
Una técnica para medir alteraciones en la membrana es el marcaje con 3,3´ di-
hexyloxacarbocyanine iodide (DiOC6), que es un flourocromo catiónico que se 
acumula en la mitocondria.490 La disminución del PMM se asocia con la 
disminución de la captación de DIOC6. 491-493 
Reactivos: 
! DiOC6 (3) (Molecular Probes). 
Procedimiento: 
1. Recoger y centrifugar 500.000 células a 300 g durante 3 minutos. 
2. Lavar con PBS y resuspender en 200 µl. 
3. Incubar con DiOC6  20 nM, durante 20 min, a 37ºC, en oscuridad. 
4. Lavar con PBS. 
5. Añadir 10 µl de IP (20 µg/ml). 
A continuación se procedió a la medida del potencial mitocondrial 
utilizando un citómetro de flujo FACSCalibur y el programa CellQuest (BD 
Biosciences). Para el análisis de los datos se utilizó el programa Paint A Gate-PRO 






Figura 14: Análisis del potencial mitocondrial por citometría de flujo antes y 
después del tratamiento con bortezomib en la línea celular HEL. 
 
6- Fragmentación de ADN en geles de 
agarosa. 
La apoptosis se caracteriza bioquímicamente por la rotura del ADN 
genómico en pequeños fragmentos de unos 180pb. Se trata de un proceso 
bastante temprano (anterior a la desintegración de la membrana), irreversible y 
generalizado, que conduce a la muerte celular. El estudio cualitativo de este 
fenómeno se realiza al extraer el ADN de las células y observar el característico 
patrón del ADN fragmentado, tras hacer una electroforesis en gel de agarosa. 
Reactivos: 
Tampón de lisis (5 mM Tris-HCl pH 7,4, 20 mM EDTA, 0,5% Tritón X-100). 
TE (10 mM Tris-HCl pH 7,4, 1 mM EDTA, pH 8,0). 
TBE (45 mM Tris, 45 mM ácido bórico, 1 mM EDTA pH 8,0). 
Bromuro de etidio (BrEt, 10 mg/ml). 
Procedimiento: 
1. Recoger y lavar con PBS 2 x 106 células para cada tratamiento. 





2. Añadir tampón de lisis, y dejar a 4ºC durante 20 minutos. 
Centrifugar durante 15 minutos a 13.000 g y a 4ºC. En el 
sobrenadante queda el ADN. 
3. Extracción del ADN con fenol-cloroformo-isoamilalcohol (25:24:1). 
4. Precipitación del ADN con 0.1 Volúmenes de acetato sódico 3 M, 
pH=7, y 2 Volúmenes de etanol, durante 30 minutos. Centrifugar a 
13.000 g, 10 minutos y a 4ºC. 
5. Lavar con etanol al 70%, centrifugar la muestra 10 minutos a 13.000 
g y dejar secar. 
6. Diluir el ADN en 40 !l de TE. 
7. Incubar con ARNsa A (20 µg/ml) durante 30 minutos a 37ºC antes de 
analizar en un gel al 1.2 % agarosa-TBE. 
Como control positivo en estos ensayos utilizamos Bortezomib, un 
inhibidor del proteasoma, que induce fragmentación de ADN.18 
7- Estudio del ciclo celular 
La cuantificación del contenido ADN permite determinar la distribución de 
una  población celular a lo largo de las distintas fases del ciclo celular. La 
distribución celular de una población se analiza por citometría de flujo utilizando 
colorantes de ADN que se unen a los ácidos nucleicos de forma estequiométrica 
incrementando su fluorescencia. La cantidad de colorante unido será 
proporcional a la cantidad de ADN, y por tanto la cantidad de fluorescencia 
emitida es proporcional a la cantidad de ADN de cada célula.  
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7.1. Ioduro de Propidio 
El fluorocromo más utilizado para este tipo de estudios es el ioduro de 
propidio. Sus ventajas principales son la facilidad de uso, estabilidad y espectro 
de absorción/emisión, que le hace válido para la mayoría de citómetros de flujo. 
Se excita con luz entorno a los 480 nm (para lo cual resulta válido un láser de 
Argón-ión) y emite fluorescencia roja (620 nm). Las moléculas de ioduro de 
propidio se intercalan entre los pares de bases de los ácidos nucleicos, tanto del 
ADN como del ARN, por lo cual es necesario eliminar éste último por procesos 
enzimáticos (RNAsa) si se quiere una determinación lo más exacta posible de la 
cantidad de ADN.494 
Se sembraron 2 x 106 células (1 x 106 células/ml) para cada tratamiento en 
placas de 6 pocillos.  
Reactivos y procedimiento: 
1. Recoger y centrifugar las células en tubos limpios a 300 g durante 3 
minutos. 
2. Lavar con PBS, y resuspender en 700 !l etanol frío al 70%, incubar 
durante toda la noche a 4ºC. 
3. Lavar las células tres veces y resuspender en 1 ml de PBS. 
4. Añadir 15 µg de ioduro de propidio (IP) y 0,5 mg de RNAsa A. Incubar 
durante 2 horas a temperatura ambiente, en agitación y oscuridad. 
A continuación se procedió a la medida del ciclo celular utilizando un 
citómetro de flujo FACSCalibur y el programa CellQuest (BD Biosciences). Para el 
análisis de los datos se utilizó el programa Paint A Gate-PROTM (BD Biosciences) y 
el programa InfinicytTM (Cytognos, Salamanca, España) (Figura 15). 
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Figura 15: Ejemplo de estudio de ciclo celular con ioduro de propidio. Se utilizaron 
células HEL en tercer pase. 
7.1. DRAQ5TM 
DRAQ5™ en una sonda de reciente introducción derivada de antraquinonas 
que emite en el rojo lejano que presenta la particularidad de unirse al ADN de 
células viables sin necesidad de permeabilización celular, por lo que no daña 
antígenos de superficie, sin unirse al RNA.495-497 
Se sembraron 1 x 106 células (0,5 x 106 células/ml) para cada tratamiento en 
placas de 6 pocillos.  
Reactivos y procedimiento: 
1. Recoger y centrifugar las células en tubos limpios a 300 g durante 3 
minutos. 
2. Lavar con PBS y resuspender, obteniendo una concentración celular 
menor de !4 x 105/mL. 
3. Añadir 5µL DRAQ5™ directamente al volumen final. 
4. Incubar de 5-30 minutos en oscuridad. 
A continuación se procedió a la medida del ciclo celular utilizando un 
citómetro de flujo FACSCanto II y el programa FACSDiva (BD Biosciences). Para el 
análisis de los datos se utilizó el programa InfinicytTM (Cytognos, Salamanca, 
España) (Figura 15). 
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8- Microarrays de RNA 
Se analizaron los cambios inducidos por los diferentes fármacos en los 
perfiles de expresión génica de las células blásticas al inicio de la muerte celular, y 
por tanto, cuando las células todavía son viables y mantienen un ARN de buena 
calidad. Para ello se realizaron estudios de tiempo-respuesta con Anexina /IP con 
el fin de determinar las condiciones que inducían un mínimo de apoptosis (15 % 
de la fracción viable de la muestra) con cada fármaco. 
8.1. Extracción del ARN total. 
Se congelaron 107 células en 1 ml de Trizol® (Invitrogen Life Technologies, 
Gaithersburg, MD) a -80ºC. Posteriormente se procedió a la extracción del ARN. 
Reactivos y procedimiento: 
1. Descongelar la muestra en un baño a 37ºC y homogeneizarla con 
una jeringa con aguja de 0,5 mm. 
2. Añadir 500 !l de isopropanol e incubar 10 minutos a temperatura 
ambiente. 
3. Centrifugar a 13.000 g, durante 10 minutos a 4ºC, lavar el sedimento 
con    1 ml de etanol al 75% y centrifugar a 11.000 g durante 5 minutos a 4ºC. 
4. Eliminar el etanol, y dejar secar el ARN en hielo. 
5. Disolver el ARN en 100 µl de H2O DEPC (Ambion). 
8.2. Purificación del ARN. 
Con este proceso se pretende mejorar la calidad del ARN y asegurar una 
mejor hibridación sobre los microarrays de Affymetrix". Se realizó mediante las 
columnas “RNeasy" Mini”, (Qiagen, Valencia, CA). 
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Reactivos y prodecimiento: 
1. Añadir 350 µl de solución RLT y mezclar. 
2. Añadir 250 µl de etanol 100% y mezclar. 
3. Pasar el volumen total a una columna de purificación. 
4. Centrifugar a 9.000 g durante 15 segundos. 
5. Lavar con 500 µl de solución RPE. 
6. Centrifugar a 9.000 g durante 15 segundos. 
7. Repetir el lavado con RPE. 
8.  Añadir 30 µl de agua DEPC, y pasar el ARN a un tubo nuevo. 
8.3. Medida de la concentración y calidad del ARN 
La evaluación de la integridad del ARN es un paso crítico en los análisis de 
la expresión génica. Para medir la concentración y al mismo tiempo valorar la 
calidad del ARN, se utilizó el sistema de Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Palo 
Alto, CA) con el kit “RNA 6000 Nano LabChip”, en el que se pueden medir hasta 12 
muestras (1 µl por cada una) en un rango de concentración entre 25 y 250 ng/µl.  
 
Fragment        Star Time          End Time          Area       % of total Area
18S 41.47 43.66 24.14 20.16
28S 47.04 50.59 46.76 39.06
RNA Area: 119.71
RNA Concentration(ng/ul ): 340.63











































Figura 16: Cuantificación de ARN y determinación de su calidad. 
 
Para cada muestra el bioanalizador calcula automáticamente la relación 
entre las áreas de las bandas ribosomales 28S y 18S, que idealmente debe estar 
entre 1,8 y 2,1. Este valor puede ser utilizado como un parámetro de la calidad de 
la muestra. La variación de esta ratio puede indicar degradación parcial de la 
muestra o contaminación de la misma. En los casos de completa degradación las 
bandas llegan a desaparecer. 
Los picos más diferenciados y de mayor tamaño se corresponden con las 
fracciones ribosómicas 18S y 28S. La línea entre 29S y la fracción 18S ha de ser 
prácticamente recta y los picos pequeños corresponden a pequeñas moléculas de 
ARN (Figura 16). 
8.4. Síntesis de ADNc a partir del ARN total 
En todos los casos se partió de 3 !g de ARN total. Se utilizó el kit de 
Affymetrix: “One Cycle cDNA Synthesis”. 
8.4.1. Síntesis de la primera hebra de ADNc: 
Reactivos y procedimiento: 
1. Mezclar en un tubo eppendorf la muestra (ARN) y el primer T7-(dT)24: 
2. Incubar a 70ºC durante 10 minutos. 
3. Enfriar la reacción en hielo durante 2 minutos.  
4. Añadir: 5X First Strand cDNA Buffer, DTT (0,1 M), dNTP mix (10 mM). 
5. Incubar durante 2 minutos a 42ºC. 
6. Añadir 1.5 µl de SuperScript II RT. 
7. Mezclar bien los reactivos y e incubar durante 1 hora a 42ºC. 
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8.4.2. Síntesis de la segunda hebra de ADNc: 
1. Enfríar la reacción. 
2. Añadir: H20 DEPC, 5X Second Strand Reaction Buffer, dNTP mix (10 
mM)  
DNA Ligase (10 U/µl), DNA Polymerase I (10 U/µl), RNase H. 
3. Mezclar bien, e incubar a 16ºC durante 2 horas.  
4. Añadir 2 µl (10 U/µl) de T4 DNA Polymerase. 
5. Incubar 5 minutos más a 16ºC. 
6. Añadir 10 µl de 0,5 M de EDTA. 
8.4.3. Purificación de la doble hebra de ADNc: 
Se realiza a temperatura ambiente. 
 
PLG (Phase Lock Gels)-Extracción con Fenol/Cloroformo: 
En la purificación con fenol/cloroformo, PLG forma una barrera inerte entre 
las fases acuosa y orgánica. A este gel, en alícuotas de 1,5 ml, se añaden la 
muestra y el fenol/cloroformo. 
1. Añadir el mismo volumen que el que tenemos de ADNc de 
fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) a la muestra de ADNc y pasar al tubo 
PLG. 
2. Centrifugar el tubo de PLG a 13.000 g. durante 20-30 segundos, para 
precipitar el gel. 
3. Transferir todo el volumen a otro tubo de PLG. 
4. No mezclar con vortex, este gel no debe llegar a ser parte de la 
suspensión. Centrifugar a 13.000 g durante 2 minutos. 
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5. Transferir la fase acuosa que contiene el ADN a un tubo nuevo de 
1,5 ml. 
Precipitación del ADN con etanol: 
1. Añadir 0,5 volúmenes de NH4AC 7,5 M y 2,5 volúmenes de etanol 
absoluto frío a la muestra y mezclar.  
2. Centrifugar a 13.000 g durante 20 minutos a temperatura ambiente. 
3. Eliminar el sobrenadante y lavar el sedimento dos veces con 0,5 µl 
de etanol frío al 80%. 
4. Centrifugar a 13.000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente. 
6. Dejar secar el ADN. 
7. Resuspender en 12 µl de agua DEPC. 
Comprobar la síntesis del ADNc en un gel de agarosa. 
 
8.4.4. Gel agarosa. 
Reactivos y procedimiento: 
Disolver 0,8 gr de agarosa (MS-12: Pronadisa) en 50 ml de TBE (Tris base 
0,004 M, ácido bórico 0,001 M; EDTA 0,5 M; pH 8) con BrEt (0,5 mg/mL), para hacer 
un gel al 1,6%. 
8.5. Síntesis de ARNc marcado con biotina. Purificación y fragmentación. 
Una vez que sintetizado el ADNc de doble cadena, se realizó una 
transcripción in vitro (IVT) y marcado fluorescente mediante el kit de Enzo®. El 
resultado es una amplificación lineal (entre 40-80 veces) del ARN. 
8.5.1. Transcripción “in vitro”: IVT. 
Reactivos y procedimiento: 
 101 
1. Mezclar el ADNc con 10X HY Reaction Buffer, 10X Biotin Labeled 
ribonucleotides, 10X DTT, 10X RNase Inhibitor Mix, 20X T7 RNA Polymerase. 
2. Incubar a 37ºC en un baño durante 5 horas, mezclando cada 45 
minutos. 
3. Una vez transcurrido el periodo de incubación, seguir con el proceso 
de purificación como se ha descrito en el apartado 6.2. 
 
8.5.2. Cuantificación del ARNc: 
La concentración del ARNc se determina midiendo la absorbancia a 260 nm 
(A260) en un espectrofotómetro. Hay que tener en cuenta que la absorbancia de 
una unidad a 260 nm se corresponde con 40 µg de ARN por ml. [ARN] (µg/ml) = 40 
x A260 x factor de dilución. La relación entre los valores A260/A280 debe ser 
aproximadamente 2. Los rangos entre 1,65 – 2,2 también son aceptables, para 
tener un ARN de buena calidad. 
Comprobamos este ARNc en un gel de agarosa al 1%. 
 
8.5.3. Fragmentación del ARNc: 
Posteriormente se procede a la fragmentación de 25 µg de ARNc a 95ºC con 
MgCl2 a 10 mM, en este proceso se obtienen fragmentos de ARNc entre 35 y 200 
pares de bases, que son los óptimos para la correcta hibridación en los chips. 
Affymetrix recomienda que el ARN utilizado en la fragmentación debe estar 
lo suficientemente concentrado (como mínimo una concentración de 0,6 µg/µl) 
para mantener un volumen pequeño durante este proceso. 
Reactivos y procedimiento: 
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1. Añadir 2 µl del 5X Fragmentation Buffer (200 mM Tris-acetate pH 8,1, 
500 mM KOAc, 150 mM MgOAc) por cada 8 µl de ARNc. 
2. Incubar a 94ºC durante 35 minutos. Enfriar en hielo después de la 
incubación. 
3. Guardar una alícuota con al menos 1 µg de este ARNc fragmentado 
para correr en un gel de agarosa. 
8.6. Hibridación, tinción y lavado de los arrays de Affymetrix! : Test3 y HG-
U133 Plus 2 
Se hibridaron 15 µg del ARNc fragmentado, junto con los controles 
internos de la transcripción, hibridación y marcaje en el array de Affymetrix® 
durante 16 horas a 45ºC con rotación constante a 0,4 g. Después de la hibridación, 
se realizó la tinción que incluye estreptavidina-ficoeritrina (SAPE) (10 µg/µl) y 
anticuerpos anti-estreptavidina biotinilados (3 µg/µl). Tras las tinciones y lavados, 
estos chips fueron escaneados con un “Agilent GeneArray Scanner Versión 
G2.500A”, cada chip fue escaneado dos veces, durante 5 minutos cada vez y el 
resultado se comprobó con el programa Microarray Suite 5.0 (MAS 5.0, Affymetrix), 
con el que también se realizaron los análisis de las intensidades absolutas de 
cada sonda. 
8.6.1. Test 3: 
Antes de la hibridación de los chips humanos (HG-U133 Plus 2) se hibridan 
los test, que proporcionan información sobre el estado del ARNc fragmentado. 
Los chips comerciales tipo Test3 contienen únicamente genes control, necesarios 
para el proceso celular en un amplio rango de tipos celulares y tejidos, y cuya 
expresión no depende del estado de desarrollo, físico o patológico de la célula, 
como GAPDH y otros genes que no pertenecen al organismo en estudio. 
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8.6.2. GeneChip Human Genome-U133 Plus 2  
El protocolo de hibridación del HG-U133 Plus 2 es igual al de hibridación 
del Test3. Se utilizan los 15 µg de ARN usados en la hibridación del Test3. 
8.7. Análisis de los datos: 
Los valores de expresión absolutos para cada sonda se calcularon 
mediante el software MAS 5.0. En todos los casos se cumplían los criterios de una 
hibridación de buena calidad: Scaling factor (SF) menor de tres veces, es decir, el SF 
más elevado no superaba en 3 veces al más bajo; proporción entre la señal del 
extremo 3´ de GAPDH y el extremo 5´ inferior a 2,5; y número de sondas presentes 
en el chip superior al 40%. 
 Los análisis comparativos se realizaron mediante el programa Dchip 
(Harvard School of Public Heath and Dana-Farber Cancer Institute) y el software 
Ingenuity Pathway Analisys (Ingenuity Systems, Redwood, CA). Los genes con 
cambios de expresión superiores a 2 veces (FC: Fold Change) tanto en sentido 
positivo como negativo se consideraron significativos. 
Los colorgramas funcionales se realizaron con el “software” GeneCluster2 
(Cancer genomics Group, Whitehead Institute for Biomedical Research). 
9- Western Blot. 
9.1. Obtención de la fracción proteica. 
Para obtener la fracción proteica total utilizamos 107 células por 
tratamiento (106 células/ml). 
Reactivos: 
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!  Tampón de lisis: NaCl 140 mM, EDTA 10 mM, glicerina 10%, Nonidet 
P-40 1%, Tris pH 8,0 20 mM, PMSF 1mM, pepstatina 1 µg/ml, aprotinina 1 µg/ml, 
leupeptina 1 µg/ml, sodio ortovanadato 1 mM. 
 
Procedimiento: 
1. Una vez transcurrido el tiempo de incubación con cada fármaco (de 
1 a 48 horas), recoger y centrifugar a 300 g durante 3 minutos. 
2. Lavar con PBS frío. 
3. Añadir 800 µl de tampón de lisis, centrifugación a 15.000 g durante 
10 minutos a 4ºC. 
4. El sobrenadante que contiene las proteínas se recoge y se conserva 
a -20ºC. 
9.2. Cuantificación protéica de los extractos celulares. 
Se utilizó el método diseñado por Bradford. 
Reactivos: 
!  Bio-Rad Protein Assay. 
! BSA (seroalbúmina bovina) 
Procedimiento: 
1. Preparar alícuotas con BSA a 0, 100, 250, 500 y 750 µg/ml, para la 
recta patrón. 
2. Diluir cada muestra en 1 ml de Bio-Rad Protein Assay. 
3. Medir la absorbancia en el espectrofotómetro, que es directamente 
proporcional a la cantidad de proteína. 
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9.3. Electroforesis en geles de acrilamida. 
Los extractos una vez cuantificados, se utilizaron para realizar la 
electroforesis. 
La técnica llamada SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrilamide gel 
electrophoresis) permite separar las proteínas de una muestra en función de su 
tamaño, mediante la aplicación de un campo eléctrico.  
Reactivos: 
! Acrilamida:Bisacrilamida. 
! Tris-HCl pH 8,8, 1,5M. 
! Tris-HCl pH 6,8, 1M. 
! TEMED 
! APS (persulfato amónico) 
! Tampón de carga: 200 mM Tris-HCl pH 6,8, 8% SDS, 40% glicerol, 
0,05% azul de bromofenol y 5% !-mercaptoetanol. 
! Tampón electrodo 1X: 25mM Tris -HCl pH 8,3, 192 mM glicina y 
0,1%SDS. 
! Marcador de peso molecular de amplio rango (6,5-200 KDa) (BioRad). 
Procedimiento: 
1. Los geles se prepararon según Laemmli, a un determinado 
porcentaje entre el 6 y 12% de acrilamida, en función del peso molecular de la 
proteína. 
2. Mezclar la muestra con tampón de carga y calentar durante 3-5 
minutos a 100ºC antes de cargar en el gel. El tampón de carga es desnaturalizante 
y el SDS que contiene confiere carga neta negativa a las proteínas. 
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3. La electroforesis se realizó con tampón de electrodo 1X, en cubetas 
Mini-PROTEAN®III (Bio-Rad), o en cubetas grandes de tipo Sturdier, a voltaje 
constante de hasta 120 V o 200 V respectivamente. 
9.4. Transferencia de proteínas a una membrana de PVDF.  
Después de correr la electroforesis las proteínas fueron transferidas a 
membranas de PVDF (Polivinilideno difluoruro). 
Reactivos: 
! Tampón de transferencia 1X: 20 mM Tris, 192 mM glicina, 0,02% SDS 
y 10% metanol. 
! Membranas de PVDF (Immobilon-P®, Millipore). 
Procedimiento: 
La transferencia se realiza a una corriente constante de 500 mA durante un 
tiempo variable en función del grosor y porcentaje de acrilamida del gel.  
9.5. Bloqueo, marcaje con anticuerpos y revelado. 
Reactivos: 
! Tampón de bloqueo TBST-BSA (Tris 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, 
Tween 20 0,1%; BSA 1%, N3Na 0.05%). 
! Tampón de lavado TBST (Tris 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, Tween 20 
0,1%). 
! Anticuerpos primarios: Se especifican en los capítulos 
correspondientes. 
! Anticuerpos secundarios: IgG anti-conejo-HRP e IgG anti-ratón-HRP 
(Amershan). 
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! Solución de revelado: TRIS 0,1 M pH: 9,35, Luminol, p-Iodophenol, 
H2O2 (1:20.000) 
Procedimiento: 
1. Bloquear la membrana al menos durante una hora a temperatura 
ambiente. 
2.  Incubar al menos 2 horas con el anticuerpo correspondiente diluido 
en TBST. 
3. Lavar las membranas con TBST (3 lavados de 7 minutos). 
4. Incubar con el correspondiente anticuerpo secundario, durante 30 
minutos. 
5. Lavar las membranas con TBST (3 lavados de 7 minutos). 
6. Incubar 1 minuto con la solución de revelado. 
7. Revelar. 
9.7. Extracción proteica de las fracciones citosólica, mitocondrial y nuclear. 
Reactivos: 
! Tampón de lisis de homogenización (LH): Hepes pH 7,5, 20 mM, Mg 
Cl2 1,5 mM, KCl 10 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, DTT 1 mM, Sacarosa 250 mM, 
PMSF 1mM, pepstatina 1 µg/ml, aprotinina 1 µg/ml, leupeptina 1 µg/ml, sodio 
ortovanadato 1 mM. 
Procedimiento: 
1. Recoger y centrifugar las células (30 x 10 6 de células por 
tratamiento (1 x 10 6 células/ml) a 300 g durante 3 minutos. 
2. Lavar 2 veces con PBS frío y resuspender en 1.500 µl de tampón de 
lisis de homogeneización. 
3. Pasar las células por un homogeneizador manual 60 veces. 
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4. Centrifugar a 700 g durante 10 minutos a 4ºC. 
5. Recoger el sobrenadante que contiene la fracción citoplasmática, (en 
el botón celular quedan los núcleos). 
6. Centrifugar a 10.000 g, durante 25 minutos a 4ºC, el sedimento 
contiene las mitocondrias que se resuspenden en 130 !l de LH.  
7. Centrifugar el sobrenadante a 100.000 g, durante 1 hora a 4ºC. 
8. Recoger el sobrenadante que contiene la fracción citosólica y añadir 
1.300 !l de LH. 















La vía de ubiquitina-proteasoma juega un papel fundamental en la 
homeostasis celular al actuar como uno de los reguladores claves de la 
proliferación y la apoptosis. La inhibición de los proteasomas representa una 
nueva modalidad de terapia antitumoral,498 siendo el Bortezomib el primer 
inhibidor de proteasomas que ha alcanzado la clínica. Los efectos antitumorales 
de Bortezomib han sido demostrados in vitro e in vivo en varias patologías, como 
el mieloma múltiple,499, 500 y otras enfermedades hematológicas.501-503 Además, el 
Bortezomib puede potenciar el efecto antineoplásico de otros fármacos.504-508 En 
este capítulo presentamos el efecto y mecanismo de acción del Bortezomib en 
líneas celulares y en células obtenidas de pacientes diagnosticados de Leucemia 
Aguda Mieloblástica.  
Bortezomib presentó una potente actividad antileucémica con 
concentraciones inhibitorias mínimas (IC50) menores de 50nM para las cuatro 
líneas de LAM estudiadas, dichas concentraciones fueron sensiblemente menores 
que las IC50 para los fármacos tradicionalmente empleados en el tratamiento de 
las LAM como Doxorubicina, Citarabina y Fludarabina. En línea con los 
experimentos en otras neoplasias, Bortezomib presenta un efecto sinergico con 
quimioterápicos como la Citarabina y la Doxorubicina, con indices de 
combinación medidos por el método de Chou-Talalay menores de 1.509 A nivel de 
mecanismo de acción, Bortezomib provoca una parada en el ciclo celular en las 
fases G2/M debido a aumento de niveles de p27 y una muerte por apoptosis por 
vías dependientes e independientes de caspasas. 
En los estudios ex vivo en muestras obtenidas de pacientes en el momento 
del diagnóstico de las LAM, Bortezomib fue eficaz, mostrando un claro efecto 
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proapoptótico. Además, al analizar las distintas subpoblaciones de células 
blásticas mediante antígenos de inmadurez y de madurez, y realizar un estudio de 
muerte celular en ellas, se comprobó como Bortezomib presenta una actividad 
similar frente a las poblaciones blásticas más inmaduras (definidas como CD34+) 
como frente a las maduras, hecho que no ocurre con un agente clásico como la 
Doxorubicina. Estos estudios sugieren que Bortezomib puede vencer la 
resistencia a drogas asociada a fenotipos inmaduros. Los linfocitos normales 
residuales de cada una de las muestras y cuatro muestras de medula ósea fueron 
usados como control para evaluar la posible toxicidad de Bortezomib, mostrando 
baja inducción de apoptosis en dichas poblaciones. 
Como conclusión, Bortezomib es una fármaco que muestra un potente y 
selectivo efecto antileucémico, por lo que sería un agente potencialmente útil en 
el tratamiento de las Leucemias Agudas Mieloblásticas, dicho papel deberá ser 
























CAPÍTULO 2: Panobinostat y 
Doxorrubicina en LAM 
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La deregulación epigenética es un fenómeno clave dentro de la patogenia 
de las leucemias mieloblásticas, lo que resulta en la transcripción aberrante de 
genes implicados en el la proliferación, diferenciación y muerte celular.510 La 
acetilación de histonas es un mecanismo de regulación epigenética que está 
mediado por la actividad de las Histona Acetil Transferasas (HATs) y las Histona 
DeAcetilasas (HDACs).458, 511 El delicado equilibrio presente en las células 
normales,512 se ve roto en las LAM debido a distintos mecanismos.458, 511, 513 
Panobinostat (LBH589) es un nuevo inhibidor pan-acetilasa de la clase de 
compuestos de CAH (Cinnamic acid hydroxamate) que ha demostrado actividad 
en modelos preclínicos de distintas neoplasias y se encuentra en fase de 
investigación clínica. 463, 514, 515 
En este capítulo se presenta la evaluación de los efectos de Panobinostat 
en monoterapia y en combinación con agentes convencionales en el tratamiento 
de la LAM. Panobinostat presenta un alto efecto antileucémico, tanto en líneas 
celulares como en muestras obtenidas de pacientes en el momento del 
diagnóstico de la LAM, incluso a concentraciones menores que fármacos 
convencionales como doxorubicina, citarabina y fludarabina, con una IC50 en el 
rango nanomolar bajo, mientras que no se observa un efecto tóxico sobre los 
linfocitos residuales de la muestra. Más importante, Panobinostat presenta un 
claro efecto sinérgico con citarabina y, especialmente, con doxorubicina. Debido 
este potente efecto sinérgico, se decidió explorar en profundidad el mecanismo 
de acción de Panobinostat y doxorubicina. La combinación afecta a varias rutas 
implicadas en el control de la progresión en ciclo celular, además de rutas 
implicadas en apoptosis y en reparación de daño al ADN. A nivel de expresión 
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génica, un gran número de genes (588) aparecieron deregulados solamente en la 
combinación de Panobinostat y doxorubicina, sin estar afectados por ninguno de 
los dos fármacos de forma independiente, lo que implica que esta desregulacion 
genómica no es debida al efecto individual de Panobinostat y doxorubicina, si no 
a mecanismos singulares generados por el sinergismo entre ambos fármacos. La 
combinación de panobinostat y doxorubicina provoca muerte celular mediante 
un aumento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa, lo que se 
acompaña de aumento de las proteínas pro-apoptóticas de la familia de Bax, 
junto con apoptosis dependiente de caspasas. La importancia de la activación de 
caspasas fue evaluada con el uso de un inhibidor (Z-VAD-FMK) que fue capaz de 
evitar la muerte dependiente de caspasas. Además de los efectos anteriormente 
descritos, la combinación de Panobinostat y Doxorubicina provoca un daño 
directo al ADN, posiblemente secundario a roturas de doble hebra.  
En resumen,  Panobinostat presenta un potente efecto antileucémico, que 
es sinérgico con fármacos clásicamente usados en el tratamiento de las LAM. El 
mecanismo de acción de su combinación con doxorubicina es múltiple, 
implicando deregulación del ciclo celular, daño al ADN e inducción de vías 
apoptóticas dependientes e independientes de caspasas. El papel real del 
Panobinostat en el tratamiento de las LAM, dado su favorable perfil preclínico, 





















CAPÍTULO 3: Zalypsis en LAM 
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Una de las fuentes de nuevos fármacos que mayor importancia ha ganado 
en los últimos años ha sido el entorno marino. Zalypsis es un alcaloide sintético 
relacionado con la familia de la Jorumycina, Renieramycinas, and Safracinas and 
Saframycinas que ha demostrado eficacia en varios modelos tumorales, y que se 
encuentra en investigación clínica. En este capítulo se presenta la evaluación de 
los efectos de Zalypsis en monoterapia y en combinación con agentes 
convencionales en el tratamiento de la LAM. Zalypsis presenta un alto efecto 
antileucémico, tanto en líneas celulares como en muestras obtenidas de pacientes 
en el momento del diagnóstico de la LAM, incluso a concentraciones menores 
que fármacos convencionales como doxorubicina, citarabina y fludarabina, con 
una IC50 en el rango nanomolar bajo. Más importante, Zalypsis presenta un claro 
efecto sinérgico con fármacos utilizados habitualmente en el tratamiento de las 
leucemias agudas mieloblásticas como la citarabina, la daunorubicina y la 
fludarabina, además de con el bortezomib. Un aspecto importante es que Zalypsis 
fue eficaz en líneas celulares en las que no existía una proteína p53 funcional y en 
muestras de pacientes con características biológicas de mal pronóstico. En cuanto 
a la toxicidad, Zalypsis no resulta tóxico para las células hempoyéticas normales 
obtenidas de pacientes sin tratamiento y sin patologia mieloide, aunque 
mantiene una gran actividad sobre las células leucémicas más inmaduras, lo que 
indica que es un fármaco potencialmente capaz de erradicar las células madre 
leucémicas, que son las responsables de las recaídas de los pacientes.  
En cuanto a su mecanismo de acción, Zalypsis induce apoptosis por vías 
dependientes de caspasas e independientes de caspasas. El análisis del perfil de 
expresión génica permitió identificar a un conjunto de genes implicados en el 
reconocimiento de roturas de doble hebra de ADN los genes del complejo de 
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Anemia de Fanconi o BRCA1, pero también genes implicados en la reparación de 
dichas roturas, como RAD51, RAD54 y BRCA2. Esto se pudo comprobar también a 
nivel protéico, detectando aumento de pCHK1, pCHK2, pH2AX y GADD45B. 
Además de los genes implicados en la detección y reparación de daño al DNA, 
Zalypsis también derreguló un gran número de genes implicados en otras 
funciones como la transcripción o la replicación del ADN. 
En resumen, la potente actividad antileucémica de Zalypsis, incluso en 
poblaciones blásticas inmaduras, probablemente mediante daño directo al ADN 








































Las leucemias mieloblásticas (LAM) son un conjunto heterogéneo de 
enfermedades clonales,1, 445 en las que el 50-80% de los enfermos alcanzan un 
estado de Remisión completa con el tratamiento de inducción, pero una 
proporción importante de ellos presentará recaída y morirán por causas debidas a 
su enfermedad. Además, existe un 20-50% de enfermos que serán resistentes al 
tratamiento de inducción.1, 2, 6, 445 Es por ello que se precisan nuevas 
aproximaciones al tratamiento de las Leucemias Agudas Mieloblásticas. A lo largo 
de los últimos 30 años, las aportaciones en el campo de la patogenia molecular 
de las LAM han contribuído no solo a un mejor conocimiento de las bases 
moleculares y patogénicas de estas enfermedades, si no también a la definición 
de distintos grupos de riesgo e incluso al desarrollo de tratamientos específicos.7, 
516 Sin embargo, este progreso en general no se ha traducido en un incremento 
significativo en la supervivencia y, de hecho, los incrementos modestos de 
supervivencia que se han conseguido a lo largo de las últimas décadas han sido 
debidos fundamentalmente a las mejoras en el tratamiento de soporte.2 Quizás la 
razón última de este estancamiento haya que buscarla en la escasez de nuevos 
fármacos, y de hecho, después de 30 alos, la combinación de Daunorubicina y 
Ara-C sigue siendo el tratamiento de inducción estandar.1, 9, 445 
La identificación de moléculas capaces de inhibir in vitro e in vivo 
determinadas rutas metabólicas y procesos necesarios para el mantenimiento de 
las células tumorales puede contribuir al desarrollo de fármacos con una sólida 
base biológica para su uso. En el presente trabajo doctoral hemos querido 
explorar la potencial actividad de alguno de estos nuevos fármacos en las LAM a 
través de estudios in vitro en líneas celulares y ex vivo en células frescas obtenidas 
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directamente de pacientes para después intentar optimizar su uso a través de 
combinaciones con fármacos clásicamente utilizados en LAM y finalmente tratar 
de entender el mecanismo de acción antitumoral en esta patología concreta. 
En el primer capítulo, presentamos los estudios sobre eficacia y mecanismo 
de acción de u inhibidor de proteasomas, Bortezomib en modelos de Leucemia 
Aguda Mieloblástica. Bortezomib es un agente capaz de inhibir la degradación de 
las proteínas poliubiquitinadas, entre las que se encuentran reguladores del ciclo 
celular como las ciclinas y las CDKs, con lo que puede regular la progresión en 
ciclo celular y la apoptosis.517 Bortezomib es el primer inhibidor del proteasoma 
que ha sido utiizado en clínica para el tratamiento del mieloma múltiple,500, 518-521 y 
existe una investigación activa en otras enfermedades.503, 522-525 En el caso de la 
Leucemia Mieloblástica, se han desarrollado ya tres ensayos clínicos y otro está en 
fase de reclutamiento de pacientes en el seno del grupo cooperativo PETHEMA. 
En el ensayo de MDACC, Bortezomib fue usado en monoterapia en pacientes con 
LAM en recaída o refractarios mostrando eficacia antileucémica en algunos casos, 
aunque ésta fue transitoria.526 Un ensayo posterior, asoció Bortezomib con una 
antraciclina (Doxorrubicina Liposomal) en pacientes con LAM refractaria o en 
recaída tras otros tratamientos, mostrando efecto antileucémico claro en 2 de 5 
pacientes tratados.527 El ensayo con más pacientes hasta la fecha incluye 31 
pacientes, 9 de ellos en recaída, con una edad media de 62 años. En este ensayo 
fase I/II la tasa de remisión completa fue un 61% sin ser significativamente 
diferente en los pacientes en recaída.528 En cuanto a la seguridad, presentó un 
perfil adecuado, sin efectos cardiovasculares ni neurológicos graves o 
persistentes (un paciente desarrolló taquicardia sinusal grado IV y discreta 
elevación de la troponina), a pesar de su combinación con Ara-C.529 El presente 
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trabajo, que sirve como base biológica para el ensayo clínico Velcaflagida (IIS-VEL-
EU-070/26866138CAN2015) de tratamiento de rescate con Bortezomib y FLAG-Ida 
del grupo cooperativo PETHEMA, muestra la eficacia in vitro de Bortezomib frente 
a distintas líneas celulares de LAM, algunas de las cuáles son resistentes a 
distintos fármacos usados clásicamente en el tratamiento de las LAM. Además, 
Bortezomib tenía un claro efecto sinérgico con Doxorubicina y Citarabina. En 
cuanto al mecanismo de acción, Bortezomib provoca un acúmulo de células en 
fase G2/M del ciclo celular.  Por técnicas de  Western Blot se demuestra un 
aumento significativo de p27, que está descrito en otros modelos tumorales tras 
el tratamiento con Bortezomib.529-531 Paralelamente se observa un potente efecto 
pro-apoptótico con procesamiento de PARP y caspasa 3 similar al obtenido en 
otros tipos celulares con dosis comparables de Bortezomib,501, 530, 532, 533 además la 
incubación con un inhibidor pan caspasa como el Z-VAD-FMK inhibe 
completamente la muerte inducida por Bortezomib en la línea celular HEL, 
sugieriendo que el principal mecanismo de apoptosis es por vía caspasa-
dependiente. La pérdida de potencial de membrana mitocondrial provoca un 
cambio en la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa, lo que permite 
la salida de proteínas pro-apoptóticas como AIF, cuya eficacia está aumentada por 
la disminución de proteínas antiapoptóticas de la familia de BLC2.534 Mediante 
técnicas de fraccionamiento celular y western blot se ha podido demostrar la 
salida de AIF al citosol, que puede iniciar los eventos apoptóticos, hecho no 
descrito previamente como parte del mecanismo de acción de Bortezomib en 
otros modelos de neoplasia. De esta forma, podemos concluir que Bortezomib 
induce muerte celular tanto por vías dependientes de caspasa como por vías 
independientes de caspasas. Finalmente, se ha podido estudiar el efecto 
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antileucémico ex vivo de Bortezomib en células obtenidas de médula ósea al 
diagnóstico de pacientes con LAM. En estos experimentos se ha podido comparar 
el efecto de Bortezomib y Doxorubicina y Citarabina dentro de distintas 
poblaciones de blastos leucémicos. Los fármacos como la Doxorubicina tienen 
menos efecto frente a las poblaciones blásticas más inmaduras al compararlo con 
las más maduras, mientras que el efecto de Bortezomib es similar en ambas 
poblaciones, lo que sugiere que puede vencer la resistencia a fármacos asociada 
con un fenotipo inmaduro de las células blásticas.335, 535 Este hecho es importante, 
ya que las poblaciones que son las responsables de la recaída son las más 
inmaduras, por lo que Bortezomib podría convertirse en un fármaco 
especialmente util a la hora de erradicar la enfermedad mínima residual. En la 
misma linea de evidencia, los trabajos del grupo de Craig Jordan con inhibidores 
de proteasomas muestran que estos fármacos provocan fundamentalmente 
apoptosis a las poblaciones de blastos más inmaduros o Leukemic Stem cells sin 
una toxicidad significativa sobre las células hematopoyéticas normales.320, 536 
Como conclusión final, podemos señalar la investigación preclínica con 
Bortezomib sustenta el interés de promover ensayos clínicos que evaluen su 
utilidad en el tratamiento de los pacientes con LAM. 
 En el segundo capítulo presentamos los estudios sobre mecanismo de 
acción y eficacia de la combinación de Panobinostat (LBH589, Novartis) junto con 
Doxorubicina en un modelo de LAM. La deregulación epigenética es un evento 
fundamental en la patología molecular de las LAM, lo que lleva a la transcripción 
aberrante de genes implicados en el crecimiento celular, la proliferación, 
diferenciación y muerte celular.537 De hecho, es uno de los principales 
mecanismos de progresión a LAM desde Síndromes Mielodisplásicos.510 Las 
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alteraciones en la metilación parecen ser independientes de las alteraciones 
citogenéticas en la progresión.538 En los blastos leucémicos, el balance entre 
Histona Deacetilasas (HDACs) e Histona Acetiltransferasas (HAT) es modificado por 
mecanismos dependientes de traslocaciones cromosómicas, mutaciones 
puntuales o cambios en la expresión de genes.511, 538 Estos mecanismos están 
íntimamente ligados con la metilación de islas CpG mediante las DNA 
metiltransferasas, en este momento existe notable interés en la investigación de 
fármacos que inhiban las DNA metiltransferasas o las HDACs como una nueva vía 
para el tratamiento de los pacientes con LAM.456, 457, 513 En este estudio hemos 
evaluado la eficacia de Panobinostat solo o en combinación con fármacos 
actualmente empleados en el tratamiento de las LAM. Panobinostat ha 
demostrado una gran eficacia antileucémica en líneas celulares y muestras de 
pacientes diagnosticados de LAM. Esta eficacia es claramente superior a la de los 
fármacos clásicos, dado que Panobinostat tiene una concentración inhibitoria 50 
(IC50) en el rango nanomolar bajo, lo que concuerda con los resultados en otros 
modelos de neoplasia.76, 514 Panobinostat presenta una potencia superior a la 
descrita en otros inhibidores de HDAC como el Vorinostat, MS275, valproato, 
ITF2357 o TSA.539-547 Esto puede ser debido a que Panobinostat afecta no solo la 
acetilación de histonas si no a otras proteínas como p53, HIF-1# y hsp90, y no 
solo a Histona Deacetilasas. Más importante aun, Panobinostat presenta un 
potente efecto sinérgico con fármacos usados convencionalmente en el 
tratamiento de la LAM como la Citarabina, pero especialmente con la 
Doxorubicina. De hecho, esta combinación se ha revelado como una de las que 
posee mayor efecto sinérgico de todas las investigadas en nuestro laboratorio, 
tanto en el estudio con líneas celulares como en el de muestras frescas de 
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pacientes afectos de LAM. Este hecho singular fue el motivo de centrar el estudio 
biológico sobre la combinación y no solo sobre Panobinostat en monoterapia. El 
análisis del mecanismo de acción indica que la combinación afecta varias vías 
implicadas en el control del ciclo celular, apoptosis y daño a DNA. Debe destacarse 
que la combinación afecta a un gran número de genes que no están 
desregulados por Panobinostat o Doxorubicina en monoterapia, lo que sugiere 
un efecto sinérgico de ambos fármacos a la hora de deregular distintas rutas 
metabólicas.  
Panobinostat y Doxorubicina inducen muerte celular por vías 
dependientes de caspasas, observándose procesamiento de Caspasas 3, 8 y 9 y de 
PARP. La importancia de estas vías se ha demostrado mediante el uso de 
inhibidores de caspasas como el Z-VAD-FMK que inhibía la apoptosis 
dependiente de Panobinostat y parcialmente la inducida por la combinación, 
aunque no inhibía la apoptosis debida a Doxorubicina. La combinación, además 
provoca un aumento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial, que 
permite la liberación de proteínas pro apoptóticas como el citocromo C. Aunque 
el procesamiento de caspasas y la liberación de citocromo C están descritos con 
otros inhibidores de HDACs, el efecto de la combinación es especialmente rápido 
y potente, por lo que merece la pena ser reseñado. Además de los efectos 
observados en vías de muerte celular, los combinación del inhibidor de histona 
deacetilasas y doxorubicina desencadena una importante respuesta al daño al 
ADN (DNA Damage Response, DDR). Esto se demostró mediante técnicas de análisis 
de expresión génica y estudios de Western Blot que mostraban un claro aumento 
de pH2AX y la deregulación de proteínas de las vía de ATM, que está implicada en 
la reparación de DNA.271, 352, 548 Aunque clásicamente se ha asumido que las 
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Leucemias Agudas Mieloblásticas son un grupo de enfermedades con poca 
inestabilidad genética, los defectos en las vías de reparación pueden ser 
aprovechados como nuevas dianas terapéuticas, aumentando la apoptosis 
inducida por otros fármacos o directamente induciendo muerte celular por 
imposibilidad de progresión en ciclo celular y otros mecanismos.271, 538, 549-551  
Como conclusión final, podemos señalar que la combinación de Panobinostat y 
Doxorrubicina presenta una importante actividad antileucémica, con una baja 
toxicidad para las células normales, lo que ha servido de base biológica para el 
ensayo clínico PANOBIDARA que ha puesto en marcha el grupo PETHEMA.  
En el tercer capítulo presentamos los estudios sobre el mecanismo de 
acción y eficacia de Zalypsis (Pharmamar, Madrid, España) en leucemia aguda 
mieloblástica. Zalypsis se ha desvelado como la molécula con el mayor efecto 
antileucémico estudiada en nuestro laboratorio, siendo capaz de inducir 
apoptosis a concentraciones en el rango nanomolar bajo en todas las líneas 
celulares estudiadas y mostrando efecto antileucémico en todas las muestras 
obtenidas de pacientes de LAM en estudios ex vivo. Además, Zalypsis presenta un 
efecto sinérgico con otros fármacos utilizados convencionalmente para el 
tratamiento de las LAM, lo que apoyaría el desarrollo de ensayos clínicos que 
evaluen el estudio de este fármaco en combinación con antraciclinas y/o 
citarabina.  
Zalypsis mostró una gran eficacia antileucémica tanto en poblaciones 
blásticas más maduras como en las poblaciones más inmaduras (CD34+ CD38-), 
donde se encuentran las células madre leucémicas. Este efecto sobre las 
poblaciones más inmaduras, convierte a Zalypsis en un fármaco potencialmente 
útil para actuar sobre la enfermedad mínima residual. Además, el perfil deseable 
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de un fármaco antileucémico contemplaría que no fuese tóxico sobre las 
poblaciones normales, principalmente sobre células hemopoyéticas normales, ya 
que si no, los pacientes desarrollarían una toxicidad medular importante o 
incluso inaceptable. En este sentido, demostramos que Zalypsis es un fármaco 
idóneo ya que tiene un potente efecto sobre las células precursoras leucémicas es 
selectivo, y en cambio, presenta baja toxicidad sobre las poblaciones normales. 
En cuanto al mecanismo de acción, Zalypsis indujo apoptosis en las líneas 
celulares HEL y HL60. Esta apoptosis se demostró tiempo-dependiente y mediada 
por activación de la vía caspasa dependiente al detectar procesamiento de las 
pro-caspasas 3, 8 y 9 y PARP, aunque si bien las vías fundamentales de apoptosis 
con este fármaco son caspasa independientes, dado que la apoptosis no fue 
inhibida por la acción de Z-VAD-FMK. En ese sentido, se demostró liberación de 
AIF (apoptosis inducing factor) al citosol tras el tratamiento con Zalypsis. 
El estudio mediante arrays de expresión génica permitió identificar el daño 
a DNA como un importante mediador de la muerte inducida por Zalypsis en las 
dos líneas celulares estudiadas. Zalypsis indujo una pronunciada deregulación 
génica, afectando a 1685 y 5576 genes en las líneas HEL y HL60 respectivamente. 
Lejos de ser inespecíficos, estos cambios afectaron a 934 genes de forma común a 
ambas líneas celulares, lo que nos permitió identificar a un gran número de genes 
implicados en la detección y reparación del daño al ADN. Dentro de esos genes 
alterados comunmente se encuentran genes implicados en la detección de 
roturas de doble hebra (DSB) como los genes del complejo de Anemia de Fanconi 
(FANC) y BRCA1 y genes implicados en su reparación como RAD51, RAD54, BRCA2, 
MSH6 y MLH1. Los estudios por técnicas de western blot contribuyeron a 
demostrar el daño al DNA, al detectar un incremento de la fosforilación de la 
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histona H2AX y  de CHK2. Estas proteínas son fosforiladas por ATM en respuesta a 
señales de daño al ADN.341, 552  
El daño al ADN y los mecanismo de reparación con tendencia al error han 
sido implicados en la patogénesis de las leucemias agudas mieloblásticas ya que 
causan inestabilidad genómica, que es un hecho frecuente en las LAM.530, 533, 534 De 
este modo, agentes que induzcan directamente daño al ADN o inhiban las vías de 
reparación pueden ser útiles, ya que provocarían un daño al ADN irreparable y la 
célula entraría en apoptosis.347 Este principio se ha demostrado ya a nivel clínico 
en varias enfermedades neoplásicas.363, 550, 553  
Como conclusión final, podemos decir que Zalypsis, debido a su selectivo 
potente efecto antileucémico, principalmente mediante una acción de daño al 
ADN, y a su sinergismo con otros fármacos utilizados habitualmente en el 




















































1- Con respecto al conocimiento de la eficacia in vitro y ex vivo de fármacos 
convencionales usados en LMA:  
El estudio sistematizado en líneas celulares y muestras de 
pacientes ha establecido un patrón de sensibilidad in vitro y exvivo 
de los fármacos convencionalmente utilizados en el tratamiento de 
las LAM (antraciclinas, Citarabina y Fludarabina). 
2- Con respecto a la eficacia y mecanismo de acción de tres nuevas 
moléculas en leucemias mieloblásticas: 
a- Es estudio preclínico de los tres nuevos fármacos (Bortezomib, 
Panobinostat y Zalypsis) ha permitido sentar las bases para el 
desarrollo de ensayos clínicos que evaluen su efectividad en el 
tratamiento de enfermos con leucemias agudas mieloblásticas 
dado su efecto potente efecto antileucémico y su sinergismo 
con fámacos convencionales. 
b- Bortezomib, Panobinostat y Zalypsis presentan una acción 
selectiva frente a los blastos leucemicos ya que su efecto 
citotóxico sobre las poblaciones celulares normales, incluyendo 
precursores hematopoyéticos normales es mucho menor, lo que 
hablaría a favor de una amplia ventana terapéutica de perfil de 
toxicidad. 
c- El mecanismo de acción de cada uno de los nuevos fármacos 
incluía una profunda respuesta apoptótica, pero en ellos 
encontramos diferencias. Mientras que el mecanismo 
fundamental de la apoptosis inducida por Bortezomib son las 
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vías dependientes de caspasas y alteración en el ciclo celular; la 
combinación de Panobinostat y Doxorubicina induce apoptosis 
por vías dependientes de caspasas, pero el mecanismo 
fundamental de su efecto parece ser una respuesta de daño al 
ADN. Zalypsis, en cambio, ejerce su efecto por vías 
independientes de caspasa, fundamentalmente a través de daño 
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